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 Η	 πτυχιακή	 αυτή	 εργασία	 πραγματοποιήθηκε	 στο	 τμήμα	 Βιοχημείας	 και	





εργασίας,	 καθώς	 και	 για	 τη	 συνεχή	 καθοδήγηση	 και	 ενθάρρυνση	 του	 κατά	 τη	
διάρκεια	εκπόνησής	της.	
	
	 Επίσης,	 θα	 ήθελα	 να	 ευχαριστήσω	 τον	 Επίκουρο	 Καθηγητή	 κ.	 Αμούτζια	





συμπαράστασή	 που	 μου	 προσέφερε	 στο	 εργαστήριο	 καθ’	 όλη	 τη	 διάρκεια	 της	
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Οι	 εντεροϊοί	 ανήκουν	 στην	 οικογένεια	 Picornaviridae.	 Το	 γένωμα	 τους	 είναι	
μονόκλωνο	RNA	θετικής	πολικότητας	μήκους	περίπου	7.500bp	 και	 περιβάλλεται	από	 ένα	
εικοσαεδρικό	 πρωτεϊνικό	 καψίδιο.	 Οι	 εντεροϊοί	 που	 προσβάλλουν	 τον	 άνθρωπο	
ταξινομούνται	σε	τέσσερις	ομάδες:	EV-A,	EV-B,	EV-C	και	EV-D.	Οι	πολιοϊοί,	το	σημαντικότερο	
μέλος	 της	 ομάδας	 C,	 διακρίνονται	 σε	 τρεις	 ορότυπους	 (PV1,	 PV2,	 PV3)	 και	 είναι	 οι	
αιτιολογικοί	παράγοντες	της	παραλυτικής	πολιομυελίτιδας.	Από	το	1960	χρησιμοποιούνται	
δύο	 εμβόλια	 για	 την	 εξάλειψη	 της	 ασθένειας,	 αρχικά	 το	 IPV	 και	 κατόπιν	 το	 πιο	
αποτελεσματικό	OPV.	Ωστόσο,	το	OPV	εμφάνισε	το	μειονέκτημα	της	εμβολιοσυνδεόμενης	
παραλυτικής	 πολιομυελίτιδας	 (VAPP:	 Vaccine-associated	 paralytic	 poliomyelitis)	 και	 της	
κυκλοφορίας	 των	 εμβολιοπροερχόμενων	 πολιοϊών	 (VDPVs:	 Vaccine-Derived	 Polioviruses)	
μέσω	 της	 συσσώρευσης	 μεταλλάξεων	 ή	 και	 ανασυνδυασμών	 στο	 γένωμα	 των	
εξασθενημένων	εμβολιακών	στελεχών	Sabin.	
	
Στην	 παρούσα	 εργασία	 πραγματοποιήθηκε	 η	 μελέτη	 των	 ανασυνδυασμών	 που	
προέκυψαν	 έπειτα	 από	 ταυτόχρονη	 μόλυνση	 κυττάρων	 Rd	 χρησιμοποιώντας	 τα	 πρότυπα	
στελέχη	 Sabin	 1	 και	 Coxsackie	 A13.	 Για	 το	 λόγο	 αυτό,	 χρησιμοποιήθηκαν	 ειδικά	 ζεύγη	
εκκινητών	 για	 την	 ανίχνευση	 πιθανών	 ανασυνδυασμών	 που	 καλύπτουν	 ολόκληρο	 το	
γονιδίωμα	 των	 ιών	 Sabin	 1	 και	 Coxsackie	 A13	 και	 εκτελέστηκαν	 PCR	 αντιδράσεις	
χρησιμοποιώντας	 τα	 παραπάνω	 ζεύγη	 για	 την	 ενίσχυση	 των	 αντίστοιχων	 τμημάτων.	




Από	 τα	 αποτελέσματα	 της	 παρούσας	 μελέτης	 προέκυψαν	 επτά	 διαφορετικοί	
ανασυνδυασμοί	 στις	 γενωμικές	 περιοχές	 2Α	 και	 2Β.	 Παράλληλα,	 σχεδιάστηκαν	 πιθανά	
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Unterwood	 αποπειράθηκε	 τη	 παρουσίαση	
των	 πρώτων	 κλινικών	 περιγραφών	 της	
πολιομυελίτιδας	 το	 1789	 μ.Χ.,	 με	 αναφορές	
σε	περιπτώσεις	παράλυσης	σε	συνδυασμό	με	
πυρετό.	Η	συνεισφορά	του	Von	Heine	το	1840	
[2]	 και	 του	 Σουηδού	 Medin	 το	 1891	 [3]	
οδήγησαν	 στην	 αναφορά	 της	 παραλυτικής	
πολιομυελίτιδας	 ως	 ασθένεια	 Heine-Medin.	
Μία	 ακόμη	 αναφορά,	 από	 τους	 Charcot	 και	
Joffroy	 [4],	 περιέγραφε	 τις	 παθολογικές	





πολιομυελίτιδα	 ξεκίνησε	 κάνοντας	 αντιληπτή	 τη	 μολυσματική	 φύση	 της	 ασθένειας.	 Ο	
Wickman	[5]	ανακάλυψε	την	μεταδοτική	φύση	της	πολιομυελίτιδας,	καθώς	και	τη	σημασία	
των	ασυμπτωματικά	μολυσμένων	ατόμων	στην	μετάδοση	του	πολιοϊού	ενώ	τέλος	επισήμανε	
τον	 ρόλο	 της	 εντερικής	 μόλυνσης	 στην	 παθογένεια	 της	 ασθένειας.	 Το	 τελευταίο	
επιβεβαιώθηκε	 αργότερα	 από	 τον	 Task	 [6].	 Οι	 ερευνητές	 από	 τη	 Βιέννη	 Landsteiner	 και	
Popper	 [7]	απέδειξαν	την	μολυσματική	φύση	της	πολιομυελίτιδας	μεταδίδοντας	επιτυχώς	




ασθένεια	 πρέπει	 να	 προέρχεται	 από	 ιούς	 το	 1908.	 Δυστυχώς	 παρά	 την	 πρόοδο	 που	
σημειώθηκε,	 ένας	 αριθμός	 άτυχων	 παρανοήσεων	 αρχικά	 αποπροσανατόλισε	 τους	
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ανεπιτυχείς	 προσπάθειες	 για	 τον	
έλεγχο	 της	 ασθένειας.	 Οι	 λάθος	
αντιλήψεις	 προέρχονταν	 από	 την	
πεποίθηση	 ότι	 ο	 ιός	 ήταν	
αποκλειστικά	 νευρότροπος,	 ότι	 ο	
ρινοφάρυγγας	 ήταν	 η	 κύρια	 οδός	
εισόδου	του	ιού	στο	ΚΝΣ	και	ότι	ο	ιός	
εξαπλώνονταν	στο	νευρικό	σύστημα	
πριν	 την	 ιαιμία	 και	 μέσω	 του	
οσφρητικού	 νεύρου.	 Επιπρόσθετα	 απέτυχαν	 αρκετές	 προσπάθειες	 ανοσοποίησης,	 με	
ορισμένες	να	επιφέρουν	καταστροφικά	αποτελέσματα	[8].	Αποτέλεσμα	όλων	αυτών	ήταν	η	
ύπαρξη	ενός	κλίματος	απαισιοδοξίας	στα	μέσα	του	20ου	αιώνα	σχετικά	με	το	ενδεχόμενο	
ελέγχου	 της	 πολιομυελίτιδας,	 ακόμα	 και	 μεταξύ	 των	 επιστημόνων	 που	 εργάζονταν	 στον	











ότι	 ο	 πολιοϊός	 κατέστρεφε	 κύτταρα	 με	 συγκεκριμένη	 κυτταροπαθολογική	 δράση.	 Τεστ	
οροεξουδετέρωσης	φανέρωσαν	 τους	 τρείς	ορότυπους	 των	πολιοϊών	 	 [12],	 ενώ	ορολογικά	






γνωστά	 να	 είναι	 το	 IPV	 (Salk	 inactivated	 polio	 vaccine),	 το	 οποίο	 χορηγούταν	 μέσω	 της	
Εικόνα	1.1.2:	Νοσοκομείο	για	άτομα	με	πολιομυελίτιδα	το	
1916	στην	Νέα	Υόρκη	των	ΗΠΑ.	
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1955	 στις	 ΗΠΑ)	 και	 το	 ζωντανό-
εξασθενημένο	 Sabin	 εμβόλιο	 OPV	
(oral	 polio	 vaccine)	 μέσω	 της	
στοματικής	οδού	(αδειοδοτήθηκε	το	
1961-1962).	 Η	 σημασία	 των	
εμβολίων	 αυτών	 και	 των	 ατόμων	
που	 τα	 παρήγαγαν	 αποδεικνύεται	
από	 το	 γεγονός	 ότι	 περισσότεροι	
Αμερικανοί	 γνώριζαν	 το	 όνομα	 του	
Jonas	 Salk	 παρά	 του	 προέδρου	 των	





Η	 μελέτη	 των	 πολιοϊών	 είχε	 μια	 συνεχή	
σημαντική	 επιρροή	 πάνω	 στον	 τομέα	 της	 μοριακής	
ιολογίας.	Ο	πολιοϊός	 ήταν	 ο	 πρώτος	 ζωικός	 ιός	 που	
κλωνοποιήθηκε	και	αλληλουχήθηκε	πλήρως	 [14,15],	
το	 πρώτο	 RNA	 ζωικού	 ιού	 για	 του	 οποίου	
δημιουργήθηκε	ένας	μολυσματικός	κλώνος	[16]	και	ο	
πρώτος	 ανθρώπινος	 ιός	 που	 είχε	 αποτυπωθεί	 η	
τρισδιάστατη	δομή	 του	μέσω	κρυσταλλογραφίας	με	
ακτίνες-Χ	 [17].	 Το	 1989,	 ο	 Mendelson	 [18]	
















Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:40:19 EET - 137.108.70.7
		
5	
είναι	 μη	 ελυτροφόροι	 ιοί	 και	 το	 γένωμα	 τους	 αποτελείται	 από	 μονόκλωνο	 RNA	 (ssRNA)	
θετικής	πολικότητας	κι	έχει	μήκος	περί	τα	7.500	νουκλεοτίδια.	H	οικογένεια	αυτή	των	ιών	
περιλαμβάνει	 κι	 άλλους	 παθογόνους	 ιούς	 των	 ανθρώπων	 και	 των	 θηλαστικών,	
συμπεριλαμβανομένων	των	πολιοϊών,	του	ιού	της	Ηπατίτιδας	Α,	των	ρινοϊών	και	του	FMDV	
(foot	and	mouth	disease	virus).	Υπάρχουν	περίπου	100	ορότυποι	εντεροϊών	που	προκαλούν	







Η	 οικογένεια	 Picornaviridae	 αποτελείται	 από	 31	 γένη	 σύμφωνα	 με	 τη	 νέα	
εγκεκριμένη	 από	 την	 Διεθνή	 Επιτροπή	 Ταξινόμησης	 των	 Ιών	 (International	 Committee	 of	
Taxonomy	of	Viruses,	ICTV)	[25,26].	
	
Aphthovirus	 Aquamavirus	 Avihepatovirus	 Avisivirus	 Cardiovirus	
Cosavirus	 Dicipivirus	 Enterovirus	 Erbovirus	 Gallivirus	
Hepatovirus	 Hunnivirus	 Kobuvirus	 Kunsagivirus	 Limnipivirus	
Megrivirus	 Mischivirus	 Mosavirus	 Oscivirus	 Parechovirus	
Pasivirus	 Passerivirus	 Potamipivirus	 Rosavirus	 Sakobuvirus	
Salivirus	 Sapelovirus	 Senecavirus	 Sicinivirus	 Teschovirus	
Tremovirus	 		 		 		 		
Πίνακας	1.3.1	Συγκεντρωτικός	πίνακας	των	31	γενών	της	οικογένειας	Picornaviridae	
Κάθε	γένος	αποτελείται	από	αντιγονικά	διακριτά	στελέχη,	τα	οποία	διαχωρίζονται	
βάση	 των	 ομοιοτήτων	 που	 εμφανίζουν	 όσον	 αφορά	 τις	 φυσικοχημικές	 ιδιότητες	 του	
ιοσωματίου,		της	γενωμικής	αλληλουχίας	και	την	οργάνωση	του	γονιδιώματος	[24].	
	
Το	 γένος	 των	 εντεροϊών	 είναι	 το	 πιο	 σημαντικό	 όσον	 αφορά	 τις	 ασθένειες	 που	
προκαλούν	τα	μέλη	του	στον	άνθρωπο.	Αρχικά,	το	γένος	των	εντεροϊών	αποτελούνταν	από	
μέλη	που	ανήκουν	στις	ακόλουθες	τέσσερις	κατηγορίες:	Πολιοϊοιοί	(PV,	ορότυποι	1-3),	 ιοί	
Coxsackie	 A	 (CAV,	 ορότυποι	 1-24),	 ιοί	 Coxsackie	 Β	 (CΒV,	 ορότυποι	 1-6)	 	 και	 ιοί	 Echo	 (Ε,	
ορότυποι	 1-33)	 [24].	 Ωστόσο	 με	 την	 εξέλιξη	 του	 ταξινομικού	 συστήματος	 οι	 εντεροϊοί	
χωρίστηκαν	σε	12	διακριτά	είδη	με	πολλαπλούς	οροτύπους	ο	καθένας.	
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Οι	 Picorna	 ιοί	 είναι	 από	 τους	 πιο	 απλούς	 RNA	 ιούς.	 Άσχετα	 από	 το	 μικρό	 και	
περιορισμένο	 τους	 μέγεθος,	 η	 εξέλιξη	 στους	 ιούς	 Picorna	 οδηγεί	 στη	 δημιουργία	 ενός	
μεγάλου	αριθμού	εύκολα	διακριτών	μελών,	των	επονομαζόμενων	αντιγονικών	οροτύπων.	Ο	
ορότυπος	προσδιορίζεται	από	τις	συνδετικές	θηλιές	και	τα	C-τελικά	άκρα	των	καψιδιακών	
πρωτεϊνών	 που	 περιβάλλουν	 την	 εξωτερική	 επιφάνεια	 του	 ιοσωμάτιου.	 Αυτά	





φάσμα	 της	 κλινικής	 νόσου.	Οι	 συσχετισμοί	 αυτοί	 με	 βάση	 τις	 ασθένειες,	 παρ’	 όλα	 αυτά,	
έχουν	 μόνο	 μερική	 σχέση	 με	 την	 αρχική	 ταξινόμηση	 των	 εντεροϊών	 σε	 πολιοϊούς,	 ιούς	
Coxsackie	A	ή	Β	και	ιούς	Echo,	η	οποία	έγινε	βασισμένη	στην	βιολογική	ενεργότητα	και	νόσο:	
ανθρώπινη	νόσος	του	ΚΝΣ	με	χαλαρή	παράλυση	(πολιοϊοί)	 -	χαλαρή	παράλυση	σε	νεογνά	
ποντίκια,	 ανθρώπινη	 νόσος	 του	 ΚΝΣ	 και	 στοματικές	
φλύκταινες	(ιοί	Coxsackie	A)	–	σπαστική	παράλυση	σε	
νεογνά	 ποντίκια	 και	 ανθρώπινη	 καρδιακή	 νόσος	 και	
νόσος	του	ΚΝΣ	(ιοί	Coxsackie	B).	Ανάμεσα	στις	ομάδες	
αυτές,	 οι	 ιοί	 μπορούν	 να	 ξεχωρίσουν	 βάσει	 της	
αντιγονικότητας	 τους,	 όπως	 αυτή	 προσδιορίζεται	 με	
την	βοήθεια	αντί-ορών	[24].	
	
Αυτές	 οι	 αντιγονικές	 ομαδοποιήσεις,	 που	
προσδιορίζουν	 τον	 ορότυπο,	 έγιναν	 περισσότερο	
πολύπλοκες	 καθώς	 αυξάνονταν	 ο	 αριθμός	 των	
διαφορετικών	 ιών.	 Η	 διάκριση	 μεταξύ	 οροτύπων	
άρχισε	 να	 περιπλέκεται	 καθώς	 ανακαλύπτονταν	 ιοί	
που	 σχετίζονταν	 ελάχιστα	 αντιγονικά	 με	 γνωστούς	
ορότυπους.	 Παρά	 τους	 περιορισμούς	 αυτούς,	 ο	
ορότυπος	παραμένει	μια	ιδιότητα	που	διαχωρίζει	τους	
διαφορετικούς	 εντεροϊούς	 [24,27].	 Οι	 νέοι	 εντεροϊοί	




Πίνακας	 1.3.2:	 Νέα	 ταξινόμηση	
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είναι	 να	 διαταχθούν	 οι	 πρωτεΐνες	 σε	 εικοσαεδρική	 συμμετρία.	 Ο	 μικρότερος	 αριθμός	
υπομονάδων	που	μπορούν	να	χρησιμοποιηθούν	είναι		60.	Το	καψίδιο	χαρακτηρίζεται	από	
την	ύπαρξη	τριών	αξόνων	συμμετρίας.	Στο	κέντρο	των	πενταμερών,	βρίσκεται	ο	πενταμερής	
(5Χ)	 άξονας συμμετρίας,	 ενώ	 μεταξύ	 των	
πενταμερών,	βρίσκονται	ο	τριμερής	(3Χ)	και	
ο	 διμερής	 (2Χ)	 άξονας	 συμμετρίας.	 Τα	
αποτελέσματα	μελετών	περίθλασης	ακτίνων	
Χ,	 ηλεκτρονικού	 μικροσκοπίου	 και	
βιοχημικών	 μελετών	 στα	 ιοσωμάτια	 και	 τα	
προϊόντα	 διαχωρισμού	 τους	 οδήγησε	 στην	
υπόθεση	 ότι	 τα	 καψίδια	 των	 εντεροϊών	
αποτελούνται	 από	 60	 δομικές	 πρωτεΐνες	
διατεταγμένες	 σε	 εικοσαεδρική	 κατανομή	
[31].	Η	γνώση	μας	για	την	δομή	των	πολιοϊών	
το	 1985	 αυξήθηκε	 άρδην	 όταν	 οι	 ατομικές	
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Το	 βασικό	 θεμέλιο	 του	
καψιδίου	 των	 εντεροϊών	 είναι	 το	
πρωτομερές	 (P1),	το	οποίο	περιέχει	1	
αντίγραφο	από	κάθε	δομική	πρωτεΐνη	
VP1,	 VP2,	 VP3	 και	 VP4.	 Η	 εξωτερική	
πλευρά	σχηματίζεται	από	την	VP1	έως	
τη	 VP3	 και	 η	 VP4	 υπάρχει	 στην	
εσωτερική	επιφάνεια	[33].	Η	VP1,	VP2	
και	VP3	δεν	έχουν	καμία	αλληλουχική	




της	 γωνίας.	 Το	 σχήμα	 αυτό	 διευκολύνει	 το	 πακετάρισμα	 των	 δομικών	 μονάδων	 για	 να	
σχηματίσουν	ένα	πυκνό	και	άκαμπτο	πρωτεϊνικό	περίβλημα.	Το	πακετάρισμα	των	περιοχών	
των	β’-βαρελιών	ενισχύεται	από	ένα	δίκτυο	επαφών	πρωτεΐνης-πρωτεΐνης	στο	εσωτερικό	
του	 καψιδίου,	 συγκεκριμένα	 γύρω	 από	 τον	 πενταπλό	 άξονα.	 Το	 δίκτυο	 αυτό,	 που	
σχηματίζεται	από	τις	Ν-τελικές	προεκτάσεις	των	VP1,	VP2,	VP3	και	VP4,	είναι	απαραίτητο	για	
την	σταθερότητα	 του	 ιοσωματίου.	Η	VP4	διαφοροποιείται	 σημαντικά	από	 τις	άλλες	 τρεις	
πρωτεΐνες	 στο	 ότι	 παρουσιάζει	 μια	 εκτεταμένη	 διαμόρφωση.	 Η	 πρωτεΐνη	 αυτή	 είναι	
παρόμοια	στη	θέση	και	τη	διαμόρφωση	με	τις	Ν-τελικές	αλληλουχίες	των	VP1	και	VP3	και	
λειτουργεί	 σαν	 μια	 αποσπώμενη	 Ν-τελική	 επέκταση	 της	 VP2	 παρά	 σαν	 μια	 ανεξάρτητη	
πρωτεΐνη	του	καψιδίου. 
	




ιοσωματίου	 και	 τα	 N-τελικά	 στο	 εσωτερικό	 του,	 δείχνοντας	 ότι	 προκύπτουν	 σημαντικές	
αναδιατάξεις	του	P1	προδρόμου	κατά	τον	πρωτεολυτικό	τεμαχισμό.	Τα	καρβοξυτελικά	άκρα	
των	 τριών	 πρωτεϊνών	 VP1,	 VP2	 και	 VP3	 καθώς	 και	 οι	 περισσότερες	 από	 τις	 θηλιές	 τους	




Εικόνα 1.4.3: Απεικόνιση του οκταπλού πλέγματος 
β'-βαρελιού 
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D.	 Διάγραμμα	 που	 απεικονίζει	 το	 πώς	 τα	 οχτώ	 β’-πλέγματα	 κάθε	 πρωτεΐνης	 σχηματίζουν	 μια	
σφηνοειδή	δομή	με	βρόγχους	που	συνδέουν	τα	πλέγματα	μεταξύ	τους.		
Ε.	Διάγραμμα	τύπου	ribbon	των	VP1,	VP2	και	VP3	όπου	φαίνεται	η	κοινή	δομή	β’-βαρελιού.	
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:40:19 EET - 137.108.70.7
		
10	
Σχετικά	 με	 την	 επιφάνεια	 του	 ιοσωματίου	
ανάλυση	 των	 δομών	 των	 πολιοϊών	 αποκάλυψε	 ότι	
έχουν	 μια	 συρρικνωμένη	 τοπογραφία.	Μια	 προεξοχή	
(plateau),	με	σχήμα	αστεριού,	βρίσκεται	στον	πενταπλό	
άξονα	συμμετρίας,	περιβαλλόμενος	από	μία	αυλάκωση	
(canyon)	 και	 ακόμη	 μια	 προεξοχή	 στον	 τριπλό	 άξονα	
συμμετρίας.	 Η	 αύλακα	 αυτή	 βρίσκεται	 σε	 σταθερή	
ακτίνα	 γύρω	 από	 τον	 άξονα	 πενταπλούς	 συμμετρίας	
και	στα	πλάγια	της	βρίσκονται	τμήματα	των	VP1,	VP2,	
VP3.	 Aποτελεί	 την	 θέση	 πρόσδεσης	 στους	 υποδοχείς	
και	 είναι	 αρκετά	 μικρή,	 ώστε	 να	 αποφευχθεί	 η	
προσκόλληση	των	ογκωδών	αντισωμάτων.	
	
Στο	 εσωτερικό	 των	 ιοσωματίων,	 στον	
πενταπλό	άξονα	συμμετρίας,	τα	Ν-τελικά	άκρα	πέντε	
μορίων	 της	 VP3	 πρωτεΐνης	 σχηματίζουν	 ένα	





δυο	 αυτών	 δομών	 [35].	 Οι	 αλληλεπιδράσεις	 μεταξύ	
των	πενταμερών	σταθεροποιούνται	από	ένα	πλέγμα	





Έχει	 προταθεί	 ότι	 τα	 καψίδια	 των	 Picorna	 ιών	 σταθεροποιούνται	 μέσω	
αλληλεπιδράσεων	με	το	γενωμικό	RNA,	πρόταση	βασιζόμενη	σε	ευρήματα	με	τον	 ιό	bean	
pod,	 ο	 οποίος	 σχετίζεται	 με	 τους	 ιούς	 Picorna.	 Ελάχιστες	 πληροφορίες	 είναι	 διαθέσιμες	
σχετικά	με	 την	διάταξη	 του	RNA	 των	 ιών	Picorna.	 Στην	ατομική	δομή	 του	πολιοϊού	P2,	οι	
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	 Το	 γονιδίωμα	 των	 εντεροϊών	 είναι	 ένα	 μονόκλωνο	 θετικής	 πολικότητας	 RNA	
(+ssRNA),	 μήκους	 περίπου	 7.500	 βάσεων.	 Από	 την	 είσοδό	 του	 στο	 κύτταρο	 ξενιστή,	 το	





Το	 γένωμα	 των	πολιοϊών	 είναι	 ομοιοπολικά	συνδεδεμένο	στο	5’	άκρο	 του	με	μια	
πρωτεΐνη	που	ονομάζεται	VPg	(Virion	Protein,	genome	linked)	[29,38].	Η	VPg	ανιχνεύεται	στις	
νεοσυντιθέμενες	 RNA	 αλυσίδες	 του	 αντιγραφικού	 ενδιάμεσου	 RNA	 και	 στα	 αρνητικής	
πολικότητας	RNAs,	κάτι	που	οδήγησε	στην	ανακάλυψη	ότι	η	VPg	είναι	ένας	εκκινητής	για	τη	
σύνθεση	του	RNA	[39,40].	Το	cloverleaf	αποτελεί	ένα	cis-acting	γενετικό	στοιχείο	σχήματος	
τριφυλλιού,	 το	 οποίο	 διαδραματίζει	 σημαντικό	 ρόλο	 στη	 σταθερότητα	 του	 RNA	 και	 στην	
έναρξη	της	αντιγραφής	του	θετικής	πολικότητας	κλώνου	[41].	
Η	επεξεργασία	της	νουκλεοτιδικής	αλληλουχίας	των	εντεροϊών	αποκάλυψε	ότι	οι	5’	
μη-κωδικές	 περιοχές	 τους	 είναι	 μακριές,	 περίπου	 750	 νουκλεοτίδια	 και	 υψηλά	
συντηρημένες.	Η	περιοχή	αυτή	 του	γονιδιώματος	περιέχει	αλληλουχίες	που	ελέγχουν	 την	
αντιγραφή	 και	 τη	 μετάφραση	 του	
γενώματος.	 Ειδικότερα,	 περιέχει	 την	
εσωτερική	 ριβοσωμική	 θέση	 εισόδου	
(IRES-Internal	 Ribosome	 Entry	 Site)	
που	 κατευθύνει	 τη	 μετάφραση	 των	
mRNAs	 με	 εσωτερική	 σύνδεση	 στα	
ριβοσώματα	[42].	
Εικόνα 1.5.1: Οργάνωση του γενώματος των εντεροϊών. 
Εικόνα 1.5.2: Περιοχή IRES 
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Τα	 αποτελέσματα	 βιοχημικών	 μελετών	 που	 έγιναν	 σε	 μολυσμένα	 κύτταρα	 από	
πολιοϊούς,	 θεώρησαν	 την	 παρουσία	 ενός	 μοναδικού	 και	 μεγάλου	 ανοιχτού	 πλαισίου	
ανάγνωσης	(ORF)	στο	ιικό	RNA,	το	οποίο	επεξεργάζεται	στη	συνέχεια	για	να	σχηματίσει	τις	
μεμονωμένες	 ιικές	 πρωτεΐνες	 [43].	 Η	 υπόθεση	 αυτή	 επιβεβαιώθηκε	 όταν	 καθορίστηκε	 η	
νουκλεοτιδική	αλληλουχία	 του	 γενώματος	 των	πολιοϊών,	 κάτι	που	αποκάλυψε	ότι	 το	 ιικό	
RNA	κωδικοποιεί	για	ένα	μοναδικό	ORF	[14].	
	
Τέλος,	 η	 3’	 μη-κωδική	 περιοχή	 των	 εντεροϊών	 είναι	 μικρή,	 περίπου	 72-100	
νουκλεοτίδια	και	διαθέτει	μια	δευτεροταγή	δομή,	που	εμπλέκεται	στον	έλεγχο	της	σύνθεσης	
του	 ιικού	 RNA	 [44].	 Αυτή	 η	 νουκλεοτιδική	 περιοχή	 αποτελεί	 το	 σημείο	 έναρξης	 για	 τη	
σύνθεση	του	κλώνου	αρνητικής	πολικότητας	και	είναι	κρίσιμη	για	τη	φυσιολογική	αντιγραφή	
του	 ιικού	RNA	 [45].	Ωστόσο,	δεν	είναι	απαραίτητη	ολόκληρη	η	3’	μη-κωδική	περιοχή	 των	






κύτταρο	 ξενιστή	 μέσω	 ενδοκύτωσης.	 Μετέπειτα	 λαμβάνει	 χώρα	 η	 διαδικασία	 της	
απέκδυσης,	κατά	την	οποία	το	ιικό	RNA	απελευθερώνεται	στο	κυτταρόπλασμα	έπειτα	από	
δομικές	αλλαγές	στο	καψίδιο	του	ιού.	Το	γονιδίωμα	των	εντεροϊών	λειτουργεί	απευθείας	ως	
mRNA,	 το	 οποίο	 μεταφράζεται	 αμέσως	 μετά	 τη	 μόλυνση	 του	 κυττάρου	 ξενιστή.	 Από	 την	
μετάφραση	 προκύπτει	 μία	 πολυπρωτεΐνη,	 η	 οποία	 τεμαχίζεται	 και	 προκύπτουν	 τόσο	 οι	
δομικές,	όσο	και	οι	λειτουργικές	πρωτεΐνες	του	ιού.	Μία	από	τις	λειτουργικές	πρωτεΐνες	που	
παράγονται	 είναι	 η	 ιική	 RNA-εξαρτώμενη	 RNA	 πολυμεράση,	 η	 οποία	 καταλύει	 την	
αντιγραφή.	Η	αντιγραφή	του	ιού	γίνεται	σε	σύμπλοκα,	τα	οποία	αποτελούνται	από	ιικές	και	
κυτταρικές	 πρωτεΐνες	 και	 ιικό	 RNA.	 Τα	 αντιγραφικά	 αυτά	 σύμπλοκα	 περικλείονται	 σε	
κυστίδια	τα	οποία	προέρχονται	κυρίως	από	το	ενδοπλασματικό	δίκτυο.	Για	να	μπορέσει	να	
αντιγραφεί	ο	ιός,	πρέπει	σε	πρώτη	φάση	το	γονιδίωμα	του	να	μετατραπεί	σε	μονόκλωνο	RNA	
αρνητικής	 πολικότητας	 το	 οποίο	 με	 τη	 σειρά	 του	 θα	 αποτελέσει	 μήτρα	 για	 τη	 σύνθεση	
πολλών	 κλώνων	 RNA	 θετικής	 πολικότητας.	 Ένα	 μέρος	 των	 (+)	 RNA	 κλώνων	 θα	
χρησιμοποιηθεί		ως	mRNA		και	ένα	μέρος	θα	αποτελέσει	το	γένωμα	των	ώριμων	πλέον	ιικών	
σωματιδίων.	 Αφού	 λοιπόν	 γίνει	 η	 σύνθεση	 του	 καψιδίου	 από	 τις	 δομικές	 πρωτεΐνες,	
ακολουθεί	η	καψιδίωση	του	ιού	και	τέλος,	η	έξοδος	του	από	το	κύτταρο	ξενιστή	μέσω	λύσης	
του	κυττάρου	[24].	
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Οι	 εντεροϊοί	 ξεκινούν	 τη	 μόλυνση	 των	 κυττάρων	 με	 τη	
σύνδεσή	 τους	 σε	 έναν	 υποδοχέα	 της	 μεμβράνης	 του	 κυττάρου	
ξενιστή.	Η	φύση	των	υποδοχέων	αυτών	παρέμενε	άγνωστη	μέχρι	το	
1989	που	ταυτοποιήθηκε	ο	υποδοχέας	των	πολιοϊών	(ΡVR)	[49].	Οι	
εντεροϊοί	 χρησιμοποιούν	 μια	 μεγάλη	 ποικιλία	 από	 μόρια	 ως	
υποδοχείς,	 όπως	 πρωτεΐνες,	 υδρογονάνθρακες	 και	 γλυκολιπίδια.	
Στην	πλειοψηφία	 των	 	 εντεροϊών,	οι	υποδοχείς	συνδέονται	με	 τα	
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H	 εξειδίκευση	 και	 έκφραση	 του	 υποδοχέα	 καθορίζει,	 εν	 μέρει,	 την	 παθογόνο	
δυναμική	δράση	ενός	ιού,	καθώς	και	τη	φύση	της	ασθένειας	που	προκαλεί.	Συγκεκριμένα	για	
τους	 ευρέως	 μελετημένους	 πολιοϊούς,	 ο	 κυτταρικός	 υποδοχέας	 είναι	 ο	 CD155	 ή	 PVR	
(poliovirus	receptor).	Κλωνοποίηση	του	γονιδίου	του	υποδοχέα	των	πολιοϊών	αποκάλυψε	ότι	








τους	 στο	 κύτταρο	 ξενιστή	 [52].	 Ο	
υποδοχέας	 αυτός	 είναι	 μία	
διαμεμβρανική	πρωτεΐνη,	μέλος	και	αυτή	
της	 υπεροικογένειας	 των	
ανοσοσφαιρινών,	 που	 βρίσκεται	 στην	
επιφάνεια	 ενδοθηλιακών	 κυττάρων	 και	




στον	 ιό.	 Τα	 σωματίδια	 που	 προκύπτουν,	 τα	 οποία	 καλούνται	 altered	 ή	 Α	 σωματίδια,	





σχηματίζοντας	 έναν	 πόρο	 μέσω	 του	 οποίου	 το	 ιικό	 RNA	 μπορεί	 να	 μεταφερθεί	 στο	
κυτταρόπλασμα.	
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Κατά	 την	 είσοδό	 του	 στο	 κυτταρόπλασμα	 το	 θετικής	 πολικότητας	 RNA	 πρέπει	 να	
μεταφραστεί	καθώς	δεν	μπορεί	να	αντιγραφεί	από	κάποια	κυτταρική	RNA	πολυμεράση	και	
δεν	έχει	εισέλθει	στο	κύτταρο	κανένα	ιικό	ένζυμο	του	καψιδίου.	Το	θετικής	πολικότητας	RNA	
που	 δεν	 φέρει	 δομές	 5’-καλύπτρας,	 είναι	 συνδεδεμένο	 με	 την	 VPg	 πρωτεΐνη,	 η	 οποία	
αφαιρείται	κατά	την	είσοδο	του	RNA	στο	κύτταρο	[54].	Αλληλούχηση	του	θετικού	κλώνου	
του	 πολιοϊού,	 ο	 οποίος	 αποτελεί	 και	 το	 καλύτερα	 μελετημένο	 μοντέλο	 των	 εντεροϊών,	
αποκάλυψε	μια	αμετάφραστη	περιοχή	741	νουκλεοτιδίων	στο	5’	άκρο,	που	περιέχει	εφτά	
AUG	 κωδικόνια	 [14,52].	 Έτσι	 διαπιστώθηκε	 ότι	 τα	 ριβοσώματα	 δεν	 ανιχνεύουν	 τις	 5’-





πρωτεϊνών	 των	 πολιοϊών	 γίνεται	
από	 τη	 μετάφραση	 ενός	
μοναδικού,	 μεγάλου	 ORF	 που	






Εικόνα 1.6.4: Μοντέλο εισόδου των πολιοϊών στο κύτταρο.Το αρχικό ιοσωμάτιο δεσμεύεται στον 
PVR και υφίσταται μια αλλαγή στην διαμόρφωση επαγόμενη από τον υποδοχέα, η οποία οδηγεί 
στην παραγωγή των τροποποιημένων σωμάτιων Α. Το ιικό RNA που φαίνεται σαν καμπυλωτή 
γραμμή εξέρχεται από το σωμάτιο από την πλασματική μεμβράνη ή διαμέσω  των ενδοσωμάτων. 
Εικόνα	1.6.5:	Μοντέλα	σχηματισμού	συμπλόκων	έναρξης	της	
μετάφρασης.	 Πάνω	 φαίνεται	 η	 5’-καλύπτρα-	 εξαρτώμενη	
έναρξη	 ενώ	 κάτω	 φαίνεται	 η	 IRES-εξαρτώμενη	 έναρξη	 της	
μετάφρασης.	Το	eIF3-40S	σύμπλοκο	στρατολογείται	στο	RNA	
μέσω	αλληλεπίδρασης	του	eIF4G	με	το	IRES	
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Με	 τον	 τρόπο	 αυτό	 δίνεται	 η	 δυνατότητα	 της	 σύνθεσης	 πολλαπλών	 πρωτεϊνικών	
προϊόντων	 από	 ένα	 μοναδικό	 RNA.	 Η	 πολυπρωτεΐνη	 δεν	 είναι	 εμφανής	 στα	 μολυσμένα	
κύτταρα	καθώς	επεξεργάζεται	παράλληλα	με	τη	σύνθεσή	της.	Η	πρόδρομη	πολυπρωτεΐνη	
δουλεύεται	 συμμεταφραστικά	 από	 ενδομοριακές	 αντιδράσεις	 (in	 cis)	 που	 ονομάζονται	








Ρ3	 πρόδρομο	 μέσο	 αυτοκαταλυτικού	 τεμαχισμού.	 Η	 πρωτεινάση	 αυτή,	 που	 περιέχει	
ολόκληρη	την	αλληλουχία	της	ιικής	RNA	πολυμεράσης,	ξεκινάει	δευτερεύοντες	τεμαχισμούς	
στα	διπεπτίδια	γλουταμινικού-γλυκίνης	στον	πολιοϊό	τύπου	1	πιο	αποτελεσματικά	σε	σχέση	








ώστε	 να	 παράγει	 τις	 VP4	 και	 VP2.	 Ένα	 πλεονέκτημα	 της	 στρατηγικής	 αυτής	 είναι	 ότι	 η	
έκφραση	μπορεί	να	ελεγχθεί	από	το	ρυθμό	και	την	έκταση	της	πρωτεολυτικής	διαδικασίας.	
Εναλλακτική	 χρήση	 των	 θέσεων	 πρωτεόλυσης	 μπορεί	 να	 οδηγήσει	 στην	 παραγωγή	
πρωτεϊνών	με	διαφορετικές	δραστικότητες	[42].	
Εικόνα	1.6.6:	Η	πολυπρωτεϊνη	απο	το	ORF	
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Η	αντιγραφή	 του	 ιού	 ξεκινάει	 κατά	 την	 είσοδό	 του	στο	κύτταρο	 ξενιστή.	Αν	 και	η	
διαδικασία	 της	 αντιγραφής	 του	 είναι	 αντικείμενο	 μελέτης	 τα	 τελευταία	 χρόνια,	 δεν	 έχει	
αποσαφηνιστεί	πλήρως.	Ένα	απλό	μοντέλο	της	αντιγραφής	θα	μπορούσε	να	είναι	το	εξής:	





Η	 αντίδραση	 της	 αντιγραφής	 καταλύεται	 από	 την	 RNA	 εξαρτώμενη	 RNA	
πολυμεράση.	 Η	 RNA	 πολυμεράση	 του	 ιού	 (3Dpol)	 παράγεται	 έπειτα	 από	 τεμαχισμό	 της	
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η	 οποία	 είναι	 συνδεδεμένη	 στο	 ιικό	 RNA,	 αλλά	
επίσης	 και	 στο	 5’-άκρο	 τον	 νεοσυντιθέμενων	
θετικών	 και	 αρνητικών	 κλώνων.	 Η	 VPg	 αρχικά	
ουριδιλιώνεται	 και	 στη	 συνέχεια	 επεκτείνεται	 έτσι	
ώστε	 να	 σχηματίσει	 πολύ(U).	 Το	 εκμαγείο	 για	 την	
ουριδιλίωση	της	VPg	είναι	μια	δομή	φουρκέτας	του	
RNA,	 το	 cre	 (cis-acting	 replication	 element),	 που	
βρίσκεται	 στην	 κωδική	 περιοχή	 των	 πολιοϊών	





Η	 σύνθεση	 του	 ιικού	 mRNA	 και	 του	 ιικού	
γενώματος	 γίνονται	 στο	 κυτταρόπλασμα	 των	
κυττάρων	 ξενιστών.	 Ιική	 μόλυνση	 οδηγεί	 σε	
αναδιάταξη	 των	 ενδοκυτταρικών	 μεμβρανών	 των	
μολυσμένων	 κυττάρων.	Αυτό	 έχει	 σαν	αποτέλεσμα	
το	 ΕΔ	 και	 το	 σύμπλεγμα	 Golgi	 να	 καταστρέφονται	
κατά	 τη	 διαδικασία	 αυτή	 και	 το	 κυτταρόπλασμα	
γεμίζει	με	κυστίδια	διπλής	μεμβράνης	[60,61],	στην	
επιφάνεια	 των	 οποίων	 γίνεται	 η	 ιική	 σύνθεση	 του	





στα	 μεμβρανικά	 κυστίδια.	 Η	 3ΑΒ	 είναι	 μια	 υδρόφοβη	 πρωτεΐνη	 που	 αγκυροβολεί	 τον	
πρωτεϊνικό	εκκινητή	VPg	στην	μεμβράνη	για	τη	σύνθεση	του	RNA.	Η	3AB	δεσμεύει	την	3Dpol	
και	 την	 3CDpro,	 στρατολογώντας	 έτσι	 το	 σύμπλοκο	 της	 αντιγραφής	 στις	 μεμβράνες.	 Η	




σύνθεση	 του	 αρνητικής	 πολικότητας	 RNA.	 Φαίνεται	 ότι	 υπάρχει	 ένας	 μηχανισμός	 που	
Εικόνα	1.6.8:	Ο	μηχανισμός	αντιγραφής	
του	ιικού	RNA	
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εκτέλεση	 των	 δυο	 διαδικασιών,	
δηλαδή	 της	 μετάφρασης	 του	
mRNA	 και	 της	 σύνθεσης	 των	
αρνητικών	 κλώνων	 RNA.	
Προτάθηκε	έτσι	ένας	μηχανισμός	
όπου	 η	 δομή	 cloverleaf	
(τριφυλλιού)	στο	5’	άκρο	 της	μη	
κωδικής	 περιοχής	 του	 (+)RNA	
παίζει	 καθοριστικό	 ρόλο	
ρυθμίζοντας	 πότε	 το	 RNA	
αντιγράφεται	 και	 πότε	





από	 πειραματικά	 στοιχεία,	 προκύπτει	 ότι	 ορισμένες	 φορές	 οι	 δυο	 αυτές	 διαδικασίες	









πρωτεϊνάση	 3CDpro.	 Οι	 θέσεις	 κοπής	 εντοπίζονται	 σε	 ευέλικτες	 περιοχές	 μεταξύ	 των	 β-
βαρελιών.	Στο	ώριμο	καψίδιο,	το	καρβοξυτελικό	άκρο	των	VP1,	VP2	και	VP3	βρίσκεται	στην	
εξωτερική	 επιφάνεια	 του	 καψιδίου,	 ενώ	 το	 αμινοτελικό	 άκρο	 στο	 εσωτερικό,	 όπου	
συμμετέχουν	σε	ένα	εκτεταμένο	δίκτυο	αλληλεπιδράσεων	μεταξύ	των	πρωτομερών.	Αυτή	η	
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Η	 καψιδίωση	 των	 Picorna	 ιών	 έχει	 πολύ	 μεγάλη	 ειδικότητα	 καθώς	 οδηγεί	 στο	
πακετάρισμα	μόνο	των	θετικών	κλώνων	RNA	και	όχι	του	ιικού	mRNA,	του	αρνητικού	κλώνου	
RNA	ή	οποιουδήποτε	κυτταρικού	RNA	[39,67].	Η	VPg	δεν	αποτελεί	σήμα	καψιδίωσης,	λόγο	
















Όταν	 τα	 κύτταρα	 μολυνθούν	 παραγωγικά	 με	 εντεροϊό,	 αναπτύσσουν	 χαρακτηριστικές	
μορφολογικές	 αλλαγές,	 γνωστές	 και	 ως	 κυτταροπαθογόνες	 επιδράσεις.	 Αυτές	
περιγράφονται	 από	 συμπύκνωση	 της	 χρωματίνης,	 πολλαπλασιασμό	 των	 μεμβρανικών	
κυστιδίων,	 αλλαγές	 στη	 διαπερατότητα	 της	 μεμβράνης,	 διαρροή	 ενδοκυτταρικών	
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Μία	 μόλυνση	 από	 εντεροϊό	 ξεκινάει	 από	 το	 πεπτικό	 σύστημα.	 Η	 είσοδος	 του	
εντεροϊού	γίνεται	κατά	κύριο	λόγο	από	το	στόμα,	με	εξαίρεση	τους	Coxsackie	A21	(CAV21)	ο	





από	την	είσοδο	του	 ιού	στο	σώμα	έως	 την	έναρξη	της	αντίστοιχης	ασθένειας,	 κυμαίνεται	
συνήθως	από	7	έως	14	ημέρες,	ενώ	σε	ακραίες	περιπτώσεις	ακόμα	και	από	2	έως	35	ημέρες.	
Μετά	 τη	 μόλυνση	 με	 εντεροϊό,	 ο	 ιός	 εκκρίνεται	 στα	 κόπρανα	 για	 8	 εβδομάδες	 και	 είναι	
παρών	στο	φάρυγγα	 για	 1	 έως	 και	 2	 εβδομάδες.	 Εντεροϊοί	 έχουν	απομονωθεί	 εκτός	από	
κόπρανα	και	φαρυγγικά	επιχρίσματα	και	από	εγκεφαλονωτιαίο	υγρό,	από	το	νωτιαίο	μυελό,	
από	 τον	 εγκέφαλο,	 την	 καρδιά,	 τον	 επιπεφυκότα	 και	 από	 πληγές	 του	 δέρματος	 ή	 από	
βλεννώδεις	μεμβράνες	των	ασθενών	[28,77,78,79].		
Εικόνα	1.7.1:	Παθογένεια	εντεροϊών	
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Κάθε	 εντεροϊός	 έχει	 και	 το	 δικό	 του	 όργανο-
στόχο.	 Συγκεκριμένα	 οι	 πολιοϊοί	 μπορούν	 να	
προσβάλλουν	 τα	 επιχώρια	 λεμφογάγγλια.	 Τότε	
εμφανίζονται	 τα	 πρώτα	 μη	 ειδικά	 συμπτώματα	 όπως	
κακή	διάθεση,	πυρετός,	κεφαλαλγία	και	έμετος.	Εφόσον	
προσβάλλονται	κύτταρα	του	Κ.Ν.Σ.	μπορεί	να	προκύψει	
μη	 παραλυτική	 πολιομυελίτιδα	 σε	 μικρό	 ποσοστό	 των	
περιπτώσεων	 ή	 παράλυση	 των	 σκελετικών	 μυών,	 του	
παγκρέατος,	 του	 δέρματος	 και	 των	 βλεννωδών	
μεμβρανών	[75,77,78,79].	Οι	Coxsackie	ιοί	και	οι	ECHO-












Οι	 κλινικές	 εκδηλώσεις	 των	 εντεροϊών	
ποικίλουν	 από	 ασυμπτωματικές	 μολύνσεις	 μέχρι	 την	
εκδήλωση	μυοκαρδίτιδας,	 εγκεφαλοπάθειας	αλλά	 και	
χαλαρής	 παράλυσης.	 Πρόοδος	 στην	 κλινική	 εικόνα	















Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly





Η	 μοριακή	 βάση	 του	 υψηλού	 ρυθμού	 συσσώρευσης	 μεταλλάξεων	 κατά	 την	
αντιγραφή	του	ιικού	RNA	βρίσκεται	αφενός	στην	επιρρεπή	σε	λάθη	RNA-εξαρτώμενη	RNA	





αυτών,	 οι	 μεταπτώσεις	 (η	 αντικατάσταση	 πυριμιδίνης	 από	 πυριμιδίνη	 ή	 πουρίνης	 από	
πουρίνη)	αποτελούν	το	80%	των	μεταλλάξεων,	ενώ	το	υπόλοιπο	20%	είναι	μεταστροφές	(η	
αντικατάσταση	πυριμιδίνης	από	πουρίνη	ή	το	αντίθετο).	Η	μετάλλαξη	ΑàG		είναι	η	πιο	συχνά	




παρατηρείται	 διαφορετικός	 ρυθμός	 εξέλιξης	 των	 διαφόρων	 περιοχών	 του.	 Οι	 πιο	
ευμετάβλητες	 περιοχές	 του	 ιικού	 γενώματος	 είναι	 οι	 κωδικές	 περιοχές	 των	 δομικών	
πρωτεϊνών	 VP1,	 VP2	 και	 VP3.	 Οι	 περιοχές	 αυτές	 χαρακτηρίζονται	 από	 υψηλό	 ρυθμό	
συσσώρευσης	 νουκλεοτιδικών	 και	 αμινοξικών	 υποκαταστάσεων	 λόγω	 της	 αντιγονικής	
πίεσης	που	υφίστανται.	Άμεσο	αποτέλεσμα	αυτού,	είναι	ότι	ο	 ιός	μπορεί	να	διαφύγει	της	




την	 αλληλεπίδραση	 με	 τα	 ενεργά	 κέντρα.	 Μελέτες	 οδηγούν	 στο	 συμπέρασμα	 ότι	 το	
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O	 ανασυνδυασμός	 διαδραματίζει	 σημαντικό	
ρόλο	 στην	 εξέλιξη	 των	 RNA	 ιών.	 Ευνοεί	 την	 εξάλειψη	
δυσμενών	μεταλλάξεων	που	συσσωρεύονται	κατά	την	
ιική	 αντιγραφή	 οδηγώντας	 στην	 διατήρηση	 ενός	
γενοτύπου	αγρίου	τύπου.	Παράλληλα,	συμβάλλει	στην	
δημιουργία	 ιικών	 στελεχών	 καλύτερα	
προσαρμοσμένων	για	επιβίωση	όπως	π.χ.	η	βελτιωμένη	
ικανότητά	 τους	να	αντιγράφονται	στον	γαστρεντερικό	
σωλήνα	 σε	 σχέση	 με	 τα	 πατρικά	 στελέχη.	 Τέλος,	
επιταχύνει	 την	 εξέλιξη	 μέσω	 της	 ανταλλαγής	
ολόκληρων	 γενετικών	 μονάδων	 μεταξύ	 διαφορετικών	










Αυτό	 έχει	 ως	 συνέπεια,	 η	 ιική	 3D	 πολυμεράση	 να	 αποδεσμεύεται	 μαζί	 με	 το	
νεοσυντιθέμενο	κλώνο	και	να	μεταπηδά	σε	έναν	άλλον	RNA	κλώνο	θετικής	πολικότητας,	τον	
οποίο	 θα	 χρησιμοποιήσει	 πλέον	 σαν	 καλούπι	 για	 την	 ολοκλήρωση	 της	 σύνθεσης	 του	
αρνητικού	κλώνου.	Αυτό	οδηγεί	στη	δημιουργία	χιμαιρικών	μορίων.	Όταν	η	μετάβαση	από	
το	ένα	εκμαγείο	στο	άλλο	είναι	ακριβής,	ο	ανασυνδυασμός	είναι	ομόλογος	[89],	αντίθετα	μη	




κυρίως	 λόγους.	 Η	 συχνότητα	 του	 ανασυνδυασμού	 εξαρτάται	 σημαντικά	 από	 την	
διαθεσιμότητα	των	RNA	μορίων	που	δρουν	ως	δέκτες	και	οι	(+)	RNA	κλώνοι	σε	σύγκριση	με	
τους	 (-)	 RNA	 κλώνους	 είναι	 πολύ	 περισσότεροι	 στο	 κυτταρόπλασμα	 των	 μολυσμένων	
κυττάρων.	 Επίσης	 οι	 (-)	 RNA	 κλώνοι	 βρίσκονται	 μέσα	 στο	 κύτταρο	 σε	 δίκλωνη	 μορφή	
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Εκτός	 από	 τον	 αντιγραφικό	 μηχανισμό	 που	 περιγράφεται	 αναλυτικά	 παραπάνω,	








Το	 απενεργοποιημένο	 εμβόλιο	 (inactivated	 polio	 vaccine)	 προήλθε	 από	 την	
μετατροπή	άγριων	παθογόνων	στελεχών	σε	μη-μολυσματικά	κατόπιν	επεξεργασίας	τους	με	
φορμαλδεΰδη.	Το	IPV	είναι	ασφαλές	και	επάγει	μία	προστατευτική	ανοσολογική	απόκριση	
στα	 εμβολιασμένα	 άτομα	 εφόσον	 ο	 εμβολιασμός	 επαναλαμβάνεται	 σε	 τακτά	 χρονικά	
διαστήματα.	Πλεονέκτημα	του	είναι	και	το	στοιχείο	ότι	μπορεί	να	χρησιμοποιηθεί	ακόμη	και	
σε	άτομα	με	ανοσοανεπάρκεια	 και	ανοσοκαταστολή.	Ωστόσο,	 το	 IPV	δεν	 επάγει	 	 επαρκή	
τοπική	 ανοσία.	 Επίσης	 είναι	 ακριβότερο	 σε	 σχέση	 με	 το	 OPV	 και	 εμφανίζει	 μειωμένη	









στελέχη	 P1/Sabin	 (P1/LSc,	 2ab)	 και	 P2/Sabin	 (P2/P712,	 Ch,	 2ab)	 προήλθαν	 από	 τα	 άγρια	
νευροτοξικά	στελέχη	P1/Mahoney/41	και		P2/P712/56	αντίστοιχα	τα	οποία	απομονώθηκαν	




Η	 μοριακή	 βάση	 της	 εξασθένησης	 (όπου	 ο	 ιός	 καθίσταται	 λιγότερο	 ικανός	 να	
προκαλεί	ασθένεια)	ή	της	μεταστροφής	των	εμβολιακών	στελεχών	(όπου	ο	ιός	επανακτά	την	
ικανότητα	 να	 προκαλεί	 ασθένεια)	 έχει	 μελετηθεί	 συγκρίνοντας	 την	 αλληλουχία	 του	
εμβολιακού	 στελέχους	 του	 κάθε	 οροτύπου	 με	 αυτή	 ενός	 συγγενούς	 στελέχους,	 είτε	 του	
προδρόμου	 του	 εμβολιακού	 στελέχους	 είτε	 ενός	 νευρομολυσματικού	 στελέχους	 που	
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του	 (P1/Mahoney/41)	 σε	 54	 βάσεις.	 Οι	 καθοριστές	 του	 εξασθενημένου	 φαινοτύπου	 του	
P1/Sabin	βρέθηκε	ότι	κατανέμονται	σε	όλο	το	γένωμα	καθιστώντας	την	ανάλυσή	τους	πιο	
περίπλοκη	από	αυτή	των	άλλων	δύο	οροτύπων.	Μία	νουκλεοτιδική	υποκατάσταση	στη	θέση	
480	 της	 5΄-ΝTR	 περιοχής	 και	 πιθανόν	 μία	 δεύτερη	 στη	 θέση	 189	 της	 ίδιας	 περιοχής	 έχει	




VP3)	 βρίσκονται	 στο	 εξωτερικό	 του.	 Επιπλέον	 ασθενείς	 καθοριστές	 του	 εξασθενημένου	 /	





ü Το	 OPV	 χορηγείται	 από	 το	 στόμα	 και	 όχι	 σε	 ενέσιμη	 μορφή	 όπως	 γίνεται	 στην	
περίπτωση	του	IPV.		
ü Το	 OPV	 επάγει	 μία	 ισχυρή	 και	 μεγάλης	 διάρκειας	 ανοσολογική	 απόκριση	
συμπεριλαμβανομένης	τοπικής	ανοσίας	στο	έντερο.	
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ζουν	 σε	 άμεση	 επαφή	 με	 εμβολιασμένα	 άτομα.	 Η	 VAPP	 προκαλείται	 από	 την	 γενετική	




τα	 PV-2/Sabin	 και	 PV-3/Sabin	 εμβολιακά	 στελέχη	 απομονώνονται	 από	 VAPP	 περιπτώσεις	
(περίπου	το	88%	των	περιπτώσεων)	πιο	συχνά	σε	σύγκριση	με	αυτά	που	προέρχονται	από	το	
στέλεχος	 PV-1/Sabin.	 Προφανώς	 αυτό	 σχετίζεται	 με	 τον	 μεγαλύτερο	 αριθμό	 των	
μεταλλάξεων	που	προσδίδουν	 τον	 εξασθενημένο	φαινότυπο	στο	στέλεχος	 	 PV-1/Sabin	σε	
σύγκριση	με	τα	PV-2/Sabin	και	PV-3/Sabin	εμβολιακά	στελέχη	[93].		
	
				 Ο	 παθογόνος	 χαρακτήρας	 αυτών	 των	 νευρομολυσματικών	 στελεχών	 σχετίζεται	
γενικά	 με	 δύο	 ειδών	 μεταλλάξεις.	 Οι	 μεταλλάξεις	 που	 προσδίδουν	 τον	 εξασθενημένο	
φαινότυπο	 στα	 εμβολιακά	 στελέχη	 των	 πολιοϊών	 έχει	 βρεθεί	 ότι	 αντιστρέφονται	 (μέσω	
μεταλλάξεων	στα	σημεία	που	αποτελούν	τους	καθοριστές	του	εξασθενημένου	φαινοτύπου)	
ή	 καταστέλλονται	 (μέσω	 μεταλλάξεων	 σε	 άλλα	 σημεία	 εκτός	 των	 καθοριστών	 του	
εξασθενημένου	φαινοτύπου)	σε	στελέχη	που	έχουν	απομονωθεί	από	VAPP	περιπτώσεις	[92].		
	
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly




OPV	 οδηγώντας	 σπάνια	 σε	 VAPP.	 Η	 ανάλυση	 VAPP	 περιπτώσεων	 παρουσιάζει	
ανασυνδυασμούς	πολιοϊών	με	μία		συμμετοχή	στελεχών	Sabin	τύπου	2	κατά		50%	και	κατά	
67%	συμμετοχή	στελεχών	Sabin	τύπου	3.	Αντίθετα	η	συμμετοχή	στελεχών	Sabin	τύπου	1	σε	













ότι	 οι	 αλληλουχίες	που	 κωδικοποιούν	 το	 καψίδιο	 είναι	 οι	 πιο	ποικιλόμορφες	μεταξύ	 των	
τριών	οροτύπων	των	πολιοϊών	(δυσμενή	συνθήκη	για	ομόλογο	ανασυνδυασμό)	και	επιπλέον	
η	πρωτεολυτική	επεξεργασία	και	η	αναδίπλωση	των	πολυπεπτιδίων	του	καψιδίου	είναι	πολύ	
ευαίσθητες	 σε	 αλλαγές	 στην	 αμινοξική	 αλληλουχία	 των	 προδρόμων	 τους.	 Έτσι	 οι	 τρεις	
ορότυποι	 των	 πολιοϊών	 προτιμούν	 τον	 ανασυνδυασμό	 στις	 περιοχές	 P2	 και	 P3	 οι	 οποίες	
χαρακτηρίζονται	 από	 τον	 υψηλότερο	 βαθμό	 ομολογίας	 [100].	 Ωστόσο,	 σε	 κάποιες	 πολύ	
σπάνιες	 περιπτώσεις	 ανασυνδυασμός	 έχει	 εντοπιστεί	 στα	 άκρα	 της	 περιοχής	 που	
κωδικοποιεί	 το	 καψίδιο	 (P1)	 [101-102-103].	 Τέλος	 θα	 πρέπει	 να	 σημειωθεί	 ότι	 αν	 και	 η	
πλειονότητα	 των	 ανασυνδυασμένων	 στελεχών	 χαρακτηρίζονται	 μόνο	 από	 μία	 θέση	
ανασυνδυασμού,	 υπάρχουν	 περιπτώσεις	 στις	 οποίες	 έχουν	 εντοπιστεί	 πολλαπλά	 σημεία	
ανασυνδυασμού	[98,104].		
	
				 Η	 απομόνωση	 στελεχών	 Sabin	 με	 παρόμοιες	 γενετικές	 τροποποιήσεις	 τόσο	 από	
περιπτώσεις	 VAPP	 όσο	 και	 από	 υγιή	 εμβολιασμένα	 άτομα	 οδήγησε	 στην	 άποψη	 ότι	
παράγοντες	 του	 ξενιστή	 παίζουν	 επίσης	 σημαντικό	 ρόλο	 στην	 εγκαθίδρυση	 της	
πολιομυελίτιδας.	 Πιθανόν,	 κάποιοι	 τέτοιοι	 παράγοντες	 θα	 μπορούσε	 να	 ήταν	 αυτοί	 που	
εμπλέκονται	στην	αντιγραφή	του	ιού	στα	ανθρώπινα	κύτταρα	μέσω	αλληλεπίδρασης	με	την	
5΄-ΝTR	 περιοχή.	 Επίσης	 ως	 παράγοντες	 του	 ξενιστή	 θα	 μπορούσαν	 να	 θεωρηθούν	 οι	
ανοσοανεπάρκειες	(π.	χ	λόγω	μόλυνσης	με	τον	HIV).	Επιπλέον	ενδομυϊκές	ενέσεις	μέσα	σε	
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περίοδο	 30	 ημερών	 μετά	 την	 έκθεση	 στο	 OPV	 αποτελεί	 παράγοντα	 κινδύνου	 για	 την	
εμφάνιση	VAPP	περιπτώσεων	[92].	Ο	συνεχής	γενετικός	χαρακτηρισμός	στελεχών	πολιοϊών	
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την	 εξαφάνιση	 του	 αγρίου	 στελέχους	 τύπου	 2,	 έχει	 ξεκινήσει	 από	 τον	 Απρίλιο	 του	 2016	
αντικατάσταση	του	tOPV	που	περιέχει	και	τους	3	τύπους	και	ήταν	το	κλασικό	εμβόλιο	που	
εχορηγείτο	με	το	bOPV	όπου	περιέχει	μόνο	τους	τύπους	1	και	3	και	θα	γίνεται	σε	συνδυασμό	


















Το	 πεδίο	 των	 πολιοϊών	 είχε	 την	 τύχει	 να	 έχει	 περισσότερα	 του	 ενός	 εξαιρετικά	
εμβόλια,	 καθώς	 ήταν	 διαθέσιμα	 τόσο	 το	 νεκρό	 ενδομυϊκό	 εμβόλιο	 του	 Salk	 όσο	 και	 το	





από	 το	 CDC	 (Centers	 for	 Disease	 Control	 and	 Prevention)	 και	 την	 ACIP	 (Συμβουλευτική	
Επιτροπή	Εφαρμογών	Ανοσοποίησης),	με	μια	στροφή	από	το	στοματικό	εμβόλιο	(ΟPV)	στην	
αποκλειστική	χρήση	του	ενδομυϊκού	εμβολίου	(IPV)	(σε	ηλικία	2	μηνών,	4	μηνών,	6	έως	18	
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Το	 πρόγραμμα	 εμβολιασμού	 κατά	 των	 πολιοϊών	 αποδείχθηκε	 επιτυχημένο.	 Ως	
αποτέλεσμα	 της	 χρήσης	 του	 OPV,	 δεν	 προέκυψε	 κανένα	 περιστατικό	 παραλυτικής	
πολιομυελίτιδας	από	αγρίου	τύπου	πολιομυελίτιδα	από	το	1980	στις	ΗΠΑ	ή	σε	ολόκληρη	την	
Αμερική	από	το	1991,	θέτοντας	έτσι	ένα	θεωρητικό	και	πρακτικό	πλαίσιο	για	την	παγκόσμια	





χώρες	ήταν	επιτυχής	στην	εξουδετέρωση	 της	 τοπικής	κυκλοφορίας	 του	 ιού.	Όμως	πολλές	




Το	 1988,	 ο	 ΠΟΥ,	 βασιζόμενος	 εν	 μέρει	 στην	 ταχεία	 πρόοδο	 των	 ενεργειών	 της	
εξάλειψης	στην	Αμερική,	εξέδωσε	ένα	ψήφισμα	για	την	παγκόσμια	εξάλειψη	του	πολιοϊού	
πριν	το	τέλος	του	20ου	αιώνα.	Το	ψήφισμα	αυτό	επιβεβαιώθηκε	το	Μάιο	του	1999	και	του	
2004	 και	 παροτρύνθηκε	 μια	 επιτάχυνση	 των	 ενεργειών	 με	 συγκεκριμένη	 εστίαση	 στις	





πολλά	 σημεία	 του	 κόσμου.	 Από	 τη	 στιγμή	 που	 ξεκίνησε	 το	 πρόγραμμα,	 πολλές	 χώρες	
απαλλάχθηκαν	από	 την	 κυκλοφορία	 εντόπιων	 PVs.	 Αυτό	φαίνεται	 από	 την	 εικόνα	 1.10.1,	
όπου	το	1988	ο	PV	βρισκόταν	σε	όλες	τις	ηπείρους	(εκτός	από	την	Αυστραλία),	με	εκτιμήσεις	
για	 πάνω	 από	 350.000	 περιστατικά	 	 κάθε	 χρόνο,	 ενώ	 το	 2016	 ο	 αριθμός	 των	 χωρών	 με	
αποδεδειγμένα	ή	εκτιμώμενα	κρούσματα	πολιοϊών	ήταν	μόνο	3	και	η	Αμερική,	Ευρώπη	και	
η	 Άπω	Ανατολή	 ήταν	 πιστοποιημένα	 απαλλαγμένες	 από	 PVs	 [108].	 Το	 2003,	 οι	 μόνες	 έξι	
χώρες	 με	 ενδημικά	 περιστατικά	 PV	 βρίσκονταν	 στην	 Νότια	 Ασία	 (Ινδία,	 Πακιστάν	 και	
Αφγανιστάν),	 Αφρική	 (Νιγηρία,	 Νίγηρας	 και	 Αίγυπτος).	 Ως	 αποτέλεσμα	 της	 αδιαφορίας	
πολλών	χωρών	και	της	αναστολής	των	εμβολιασμών	στις	βόρειες	περιοχές	της	Νιγηρίας	από	
το	2003	έως	το	2005,	ένας	μοναδικός	γενότυπος	του	πολιοϊού	τύπου	1	εξαπλώθηκε	σε	18	
χώρες	 της	 δυτικής,	 κεντρικής	 και	 ανατολικής	 Αφρικής,	 στη	Μέση	Ανατολή	ακόμα	 και	 την	
Ινδονησία.	Σε	αρκετές	από	αυτές	τις	χώρες,	η	μετάδοση	του	ιού	συνεχίστηκε	για	περισσότερο	
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Οι	 χώρες	 που	 είναι	 υπό	 αυξημένη	 επικινδυνότητα	 για	 το	 2017	 χωρίς	 κρούσματα	
ωστόσο	 (με	 δεδομένα	 έως	 και	 19/3/17)	 είναι	 οι	 χώρες:	 Καμερούν,	 Κεντροαφρικανική	





Εικόνα 1.10.1: Παγκόσμιος χάρτης που απεικονίζει τις χώρες που ήταν ενδημικές για 
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Στόχος	 της	 εργασίας	 αυτής	 ήταν	 	 η	 χρήση	 ειδικών	 ζευγών	 εκκινητών	 για	 την	
ανίχνευση	πιθανών	ανασυνδυασμών	που	καλύπτουν	ολόκληρο	το	γονιδίωμα	των	ιών	Sabin	
1	και	Coxsackie	A13.	Οι	ανασυνδυασμοί	αυτοί	προκλήθηκαν	in	vitro	μετά	από	συμμόλυνση	
των	 ανωτέρω	 ιικών	 στελεχών	 σε	 κύτταρα	 Rd.	 Έτσι	 εκτελέστηκαν	 PCR	 αντιδράσεις	
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Rd	 (Rhabdomyosarcoma).	 Οι	 διαδικασίες	 καλλιέργειας	 και	 απομόνωσης	 ιών	
πραγματοποιήθηκαν	κάτω	από	άσηπτες	συνθήκες,	σε	ειδικές	συσκευές	καθέτου	νηματικής	
ροής	 επιπέδου	 βιοασφάλειας	 2,	 χρησιμοποιώντας	 αποστειρωμένα	 υλικά	 (υγρά	
αντιδραστήρια,	γυάλινα	και	πλαστικά	σκεύη).		
	
Για	 την	 ανάπτυξη	 των	 κυττάρων	 χρησιμοποιήθηκε	 το	 μέσο	 ανάπτυξης	 (Growth	
Medium,	GM),	το	οποίο	περιείχε	υψηλή	περιεκτικότητα	σε	βόειο	ορό	(10%),	επάγοντας	τη	





Η	 κυτταρική	 σειρά	 φυλάσσεται	 στους	 -80οC	 παρουσία	 κρυοπροστατευτικού	
διαλύματος	 DMSO	 σε	 ειδικά	 φιαλίδια.	 Κατά	 τη	 διαδικασία	 της	 απόψυξης	 το	 φιαλίδιο	
μεταφέρθηκε	 σε	 υδατόλουτρο	 με	 απεσταγμένο	 νερό	 σε	 θερμοκρασία	 δωματίου.	 Στη	
συνέχεια,	το	φιαλίδιο	φυγοκεντρήθηκε	για	3	min	στις	8.000rpm,	το	υπερκείμενο	που	περιείχε	
DMSO	 απορρίφθηκε	 και	 τα	 κύτταρα	 επαναδιαλύθηκαν	 σε	 2ml	 GM.	 Το	 εναιώρημα	
τοποθετήθηκε	σε	πλαστική	φιάλη	κυτταροκαλλιεργειών	25cc,	προστέθηκαν	5ml	GM	και	η	
φιάλη	τοποθετήθηκε	στους	37οC	για	να	αναπτυχθούν	τα	κύτταρα.	
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Η	 μέτρηση	 του	 αριθμού	 των	 κυττάρων	 πραγματοποιήθηκε	 έτσι	 ώστε	 να	 είναι	
δυνατός	 ο	 υπολογισμός	 του	MOI	 (Multiplicity	 of	 Infection)	 που	θα	περιγραφεί	 αναλυτικά	
παρακάτω.	Η	μέτρηση	αφορούσε	τον	αριθμό	των	Rd	κυττάρων	που	περιέχονταν	σε	πλάκα	
κυτταροκαλλιεργειών	 24	 θέσεων.	 Αρχικά	 προστέθηκε	 1ml	 εναιωρήματος	
κυτταροκαλλιέργειας	 σε	 θρεπτικό	 μέσο	 GM	 σε	 κάθε	 θέση	 της	 πλάκας	 και	 ακολούθησε	
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επώαση	 στους	 37οC	 για	 24	 h	 για	 την	 πλήρη	
κάλυψη	της	επιφάνειας	από	τα	Rd	κύτταρα.	Στη	
συνέχεια	απομακρύνθηκε	το	θρεπτικό	υλικό	και	
προστέθηκαν	 0.5ml	 διαλύματος	 θρυψίνης	 –
EDTA	 εις	 διπλούν	 για	 την	 αποκόλληση	 των	
κυττάρων.	 Έπειτα,	 προστέθηκε	 1ml	 θρεπτικού	
υλικού	 D-MEM	 απουσία	 ορού	 με	 ταυτόχρονη	
ανάδευση	 για	 την	 διάσπαση	 τυχόν	
συσσωμάτων.	 Στη	 συνέχεια,	 τοποθετήθηκαν	
0.2ml	 εναιωρήματος	 κυττάρων	 και	 0.2ml	
διαλύματος	Trypan	Blue	(0.1%	w/v)	σε	σωλήνα	
eppendorf	 (2ml)	 και	 αναμείχθηκαν	 με	
πιπετάρισμα.	Χρησιμοποιώντας	πιπέτα	Pasteur	
μεταφέρθηκε	 αρκετή	 ποσότητα	 του	 μίγματος	
στην	 εγκοπή	 του	 αιμοκυτταρόμετρου	
Neubauer,	έτσι	ώστε	να	καλύπτεται	όλη	η	επιφάνεια	του	αιμοκυτταρόμετρου,	το	οποίο	στη	
συνέχεια	τοποθετήθηκε	στο	ανάστροφο	μικροσκόπιο	για	την	παρατήρηση	και	καταγραφή	
των	 ζωντανών	 κυττάρων.	 Λόγω	 του	 διαλύματος	 Trypan	 Blue	 τα	 νεκρά	 κύτταρα	 βάφονται	

















Εικόνα	 3.3:	 Αιμοκυτταρόμετρο	 Neubauer.	
Οι	 τέσσερις	 γωνίες	 είναι	 οι	 θέσεις	 στις	
οποίες	 γίνεται	 η	 καταμέτρηση	 των	
κυττάρων.	 Τα	κύτταρα	που	βρίσκονταν	σε	
όλες	 τις	 υπόλοιπες	 θέσεις,	 καθώς	 επίσης	
και	πάνω	στις	γραμμές	δεν	μετρούνται.	
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2	 διαφορετικών	 ιικών	 στελεχών.	 Έπειτα,	
400μl	 της	 10-1	 αραίωσης	 του	 πρώτου	
ιικού	 στελέχους	 ενοφθαλμίστηκαν	 στις	
θέσεις	 Β2-Β5	 (100μl	 /	 θέση),	 ενώ	 400μl	
της	 10-1	 αραίωσης	 του	 δεύτερου	 ιικού	
στελέχους	 ενοφθαλμίστηκαν	 στις	 θέσεις	
Β6-Β9	 (100μl	 /	 θέση).	 Η	 διαδικασία	
επαναλήφθηκε	 μέχρι	 και	 τον	
ενοφθαλμισμό	της	 	10-6	αραίωσης	στην	πλάκα.	Στις	στήλες	10	και	11	δεν	προστέθηκε	ιικό	
δείγμα	καθώς	αποτελούν	 τους	αρνητικούς	μάρτυρες.	Η	πλάκα	τοποθετήθηκε	για	επώαση	




























Εικόνα 3.4: Πλάκα μικροτιτλοποίησης. 
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Δημιουργήθηκε	 ένα	 μίγμα	 που	 περιείχε:	 1Χ	 ROX	 Low	 (Kapa	 Biosystems,	 USA),	 1X	
KAPA	SYBR	FAST	qPCR	MasterMix	(Kapa	Biosystems,	USA),	5pmol	από	τον	κάθε	εκκινητή	και	
ddH2O	μέχρι	τα	17μl.	Το	μίγμα	αυτό	προστέθηκε	σε	ειδικά	μικροσωληνάρια	για	Real-Time	














Η	 μόλυνση	 των	 Rd	 κυττάρων	 με	 στελέχη	 Sabin	 1	 και	 CAV13	 ταυτόχρονα	
πραγματοποιήθηκε	με	σκοπό	τη	παραγωγή	in	vitro	ανασυνδυασμένων	στελεχών.	Για	το	λόγο	











και	 υπολογίστηκε	 η	 ποσότητα	 που	 έπρεπε	 να	 προστεθεί	 στην	 κυτταροκαλλιέργεια.	
Ταυτόχρονα	 χρησιμοποιήθηκαν	 επιπλέον	 θέσεις	 στη	 πλάκα	 ως	 θετικοί	 και	 αρνητικοί	
μάρτυρες	 της	 μόλυνσης.	 Στους	 θετικούς	 μάρτυρες	 είχαν	 προστεθεί	 Sabin	 1	 και	 CAV13	 σε	
διαφορετικές	 θέσεις	 με	 MOI=10	 και	 στους	 αρνητικούς	 προστέθηκε	 μόνο	 θρεπτικό	 μέσο	
απουσία	ορού.		Μετά	την	μόλυνση	των	κυττάρων	ακολούθησε	επώαση	στους	37οC	για	1	h	
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Το	 υλικό	 (1ml)	 της	 μόλυνσης	 κυττάρων	 της	 υπό	 μελέτης	 θέσης	 συλλέχθηκε	 και	
τοποθετήθηκε	 σε	 10	 θέσεις	 (100μl	 /	 θέση)	 μικροπλάκας	 96	 θέσεων	 στην	 οποία	 είχαν	
τοποθετηθεί	κύτταρα	Rd	σε	θρεπτικό	ΜΜ.	Ακολούθησε	επώαση	της	μικροπλάκας	στους	37οC	
για	 24	 h	 και	 το	 υλικό	 της	 κυτταροκαλλιέργειας	 συλλέχθηκε	 και	 από	 τις	 10	 θέσεις	 και	

















απομάκρυνση	 του	 υπερκειμένου.	 Στο	 ίζημα	 που	 απέμεινε	 προστέθηκαν	 500μl	 αιθανόλης	





Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly





Εκκινητής	 Αλληλουχία	(5’	→	3’)	 Θέση	 Πολικότητα	
CAV673S	 GGATTCACTCCATTGAACACA	 673	–	693	 Sense	
SAB781S	 CGAGAATTCTAACCGAGCCTA	 781	–	801	 Sense	
SAB2366S1	 CCTCTTTCGACACCCAGAGA	 2366	–	2385	 Sense	
CAV2517A	 GCGTTAGACGCAACTTGTTGTA	 2517	–	2538	 Antisense	
CAV2519S	 TTACAATTGTCCCAGCCAAC	 2519	–	2538	 Sense	
SAB2596A	 CTTGGAGTGTGCTGGTCCAC	 2596	–	2615	 Antisense	
SAB3466S	 GCAAAACGCAGTGAACGTC	 3466	–	3484	 Sense	
CAV3521A	 GATCACGCTCCCACATACTT	 3521	–	3540	 Antisense	
CAV3840S	 CCATGGAACAGGGTATCACTTC	 3840	–	3861	 Sense	
SAB3950A	 GCTTTTCAGTGATGGTACTGG	 3950	–	3970	 Antisense	
SAB4113S1	 TCACCAAGCAAGGTGACAG	 4113	–	4131	 Sense	
CAV4153A	 CCAAGAATCACCTTGTTTCAA	 4153	–	4173	 Antisense	
CAV5020S	 GGACAAGTACTCCAGGCAGA	 5020	–	5039	 Sense	
SAB5207A	 CCTCCTGGGAGTCAACTGCT	 5207	–	5226	 Antisense	
CAV5519A	 TGCTGGTGGTGGCAGTAGTT	 5519	–	5538	 Antisense	
SAB5527S	 CCACGACAACGTGGCTATTT	 5527	–	5546	 Sense	
CAV6637A	 ACCAACTGCACTACCAGTGAC	 6637	–	6656	 Antisense	















Από	 τα	 ζεύγη	 εκκινητών	 που	 προέκυψαν,	 επιλέχθηκαν	 τα	 ζεύγη	 εκείνα	 που	
εμφάνιζαν	τη	μικρότερη	συμπληρωματικότητα	τόσο	στα	άκρα	όσο	και	σε	ολόκληρο	το	μήκος	
τους,	 έτσι	 ώστε	 να	 αποφευχθεί	 η	 δημιουργία	 διμερών	 μεταξύ	 των	 εκκινητών	 και	 δομών	
φουρκέτας,	φαινόμενο	που	παρεμποδίζει	τη	διαδικασία	της	PCR.	
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Αρχικά	 προετοιμάστηκε	 το	 πρώτο	 μίγμα	 το	 οποίο	 περιέχει	 100pmol	 τυχαίους	




RNA.	 Μετά	 την	 επώαση,	 τα	 eppendorf	 τοποθετήθηκαν	 αμέσως	 στον	 πάγο	 και	
προετοιμάστηκε	 το	 δεύτερο	 μίγμα	 το	 οποίο	 περιείχε	 1X	 First	 strand	 Buffer,	 0.01M	
Dithiothreitol,	10	Units	RNAse	out,	100	Units	M-MLV	(Ιnvitrogen)	και	ddH2O	έως	τα	8μl.	Στη	
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1	 CAV673S	 1900bp	 5’-UTR	–	VP1	 55οC	SAB2596A	
2	 CAV2519S	 1430bp	 VP1	–	2B	 53οC	SAB3950A	
3	 CAV3840S	 1370bp	 2B	–	3A	 57οC	SAB5207A	
4	 CAV5020S	 1730bp	 2C	–	3D	 55οC	SAB6754A1	
5	 SAB781S	 1740	bp	 VP4	–	VP1	 51οC	CAV2517A	
6	 SAB2366S1	 1155bp	 VP3	–	2A	 54οC	CAV3521A	
7	 SAB3466S	 690bp	 2A	–	2C	 	53οC	CAV4153A	
8	 SAB4113S1	 1400bp	 2B	–	3C	 55οC	CAV5519A	









Πίνακας	 3.9.2:	 Τα	 ζεύγη	 εκκινητών	 που	 εφαρμόστηκαν	 για	 την	 ανίχνευση	
ανασυνδυασμών	μεταξύ	Sabin	1	και	CAV13.	Παρουσιάζονται	το	αναμενόμενο	μήκος	του	
προϊόντος	 ενίσχυσης,	 η	 γενωμική	 περιοχή	 που	 ενισχύεται	 καθώς	 και	 η	 θερμοκρασία	
υβριδισμού	που	εφαρμόστηκε	για	κάθε	ζεύγος.	
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να	 εφαρμόζεται	 διαφορετική	 θερμοκρασία	 υβριδισμού	 για	 κάθε	 ζεύγος.	 Η	 τελική	
θερμοκρασία	 υβριδισμού	 είναι	 η	 θερμοκρασία	 στην	 οποία	 επιτυγχάνεται	 η	 μεγαλύτερη	
δυνατή	εξειδίκευση	και	ευαισθησία	της	μεθόδου.	Δηλαδή,	να	ενισχύονται	τμήματα	μόνο	από	
ανασυνδυασμένα	 στελέχη,	 χωρίς	 να	 ενισχύονται	 τα	 πρότυπα	 που	 δεν	 φέρουν	





συγκέντρωση	που	 κυμαινόταν	από	1.5	 έως	2%,	ανάλογα	με	 το	μήκος	 των	αναμενόμενων	
προϊόντων	 της	 κάθε	 ηλεκτροφόρησης.	 Για	 προϊόντα	 μήκους	 μεγαλύτερου	 των	 1000bp	
χρησιμοποιούνταν	η	συγκέντρωση	1.5%	ενώ	για	προϊόντα	μήκους	μικρότερου	των	1000bp	η	
συγκέντρωση	2%.	Συγκεκριμένα,	αντίστοιχη	ποσότητα	αγαρόζης	(0.9gr	ή	1.2gr)	(Ultra-Pure	
Gel	 Agarose,	 Invitrogen,	 UK)	 και	 60ml	 ΤΒΕ	 (Tris-Boric	 acid-EDTA)	 προστέθηκαν	 σε	 κωνική	
φιάλη	των	250	ml.	Ακολούθησε	θέρμανση	σε	φούρνο	μικροκυμάτων	για	περίπου	1	min,	ώστε	
να	λιώσει	η	αγαρόζη.	Όταν	το	διάλυμα	έφτασε	σε	θερμοκρασία	περίπου	40°C	προστέθηκε	
ποσότητα	βρωμιούχου	αιθιδίου	 (EtBr2)	 τέτοια	ώστε	η	 τελική	 του	συγκέντρωση	να	 είναι	 1	
μg/ml.	Το	βρωμιούχο	αιθίδιο	παρεμβάλλεται	μεταξύ	των	ζευγαριών	βάσεων	του	δίκλωνου	




2μl	 10X	 Gel	 Loading	 Buffer	 (κυανό	 της	 βρωμοφαινόλης,	 σουκρόζη	 40%w/v	 και	 TBE)	 και	




(Invitrogen,	 UK)	 για	 τα	 προϊόντα	 μήκους	 μεγαλύτερου	 των	 1000bp.	 Η	 ηλεκτροφόρηση	
πραγματοποιήθηκε	εφαρμόζοντας	τάση	120	Volts	και	ένταση	50	mA	για	περίπου	1	h.	Μετά	
το	πέρας	της	ηλεκτροφόρησης	το	πήκτωμα	αγαρόζης	τοποθετήθηκε	σε	συσκευή	υπεριώδους	
φωτός	 UV	 Foto/Phoresis	 system	 (Fotodyne,	 USA)	 και	 στη	 συνέχεια	 φωτογραφήθηκε	
χρησιμοποιώντας	ψηφιακή	φωτογραφική	μηχανή.	
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πήκτωμα	 αγαρόζης.	 Συγκεκριμένα,	 σε	 νέα	 ηλεκτροφόρηση	 πηκτώματος	 αγαρόζης	
φορτώθηκαν	τα	υπόλοιπα	40μl	των	προϊόντων	της	PCR.	Οι	επιθυμητές	ζώνες	αποκόπηκαν	
από	 το	 πήκτωμα	 και	 τοποθετήθηκαν	 σε	 σωλήνες	 eppendorf	 των	 1.5ml.	 Ακολούθησε	 ο	
καθαρισμός	των	προϊόντων	της	PCR	με	τη	βοήθεια	του	Gel	Extraction	Kit	(Macherey	–	Nagel,	















οποία	 ενσωματώνεται	 το	 τμήμα	 DNA	 που	 θέλουμε	 να	 κλωνοποιήσουμε.	 Το	 μείγμα	 της	
αντίδρασης	 αποτελούταν	 από	 1μl	 φορέα	 pCR	 2.ΙΙ-TOPO,	 1μl	 διαλύματος	 αλάτων	 (Salt	








του	 προϊόντος	 της	 αντίδρασης	 τοποϊσομεράσης	 και	 ακολούθησε	 επώαση	 των	 δειγμάτων	
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αποικίες,	 συλλέχθηκαν	 2	 λευκές	 (ανασυνδυασμένες)	 αποικίες	 από	 κάθε	 τρυβλίο	 και	
μεταφέρθηκαν	 σε	 σωληνάρια	 eppendorf	 των	 0.2ml	 που	 περιέχονταν	 15μl	 ddH2O.	 Από	 το	









Μέσω	 της	 Colony-PCR,	 μιας	 παραλλαγής	 της	 κλασσικής	 PCR	 έτσι	 ώστε	 να	 είναι	
δυνατή	η	απευθείας	διεξαγωγή	της	σε	βακτηριακό	εναιώρημα,	επιτυγχάνεται	η	επιλογή	των	
κατάλληλων	αποικιών	έπειτα	από	 την	κλωνοποίηση.	Ως	κατάλληλες	ορίζονται	οι	αποικίες	
εκείνες	 που	 φέρουν	 το	 σωστό	 ένθεμα	 στο	 πλασμίδιό	 τους.	 Στην	 Colony-PCR	







κυτταρικών	 τοιχωμάτων	 και	 την	 απελευθέρωση	 του	 πλασμιδίου.	 Στη	 συνέχεια	 τα	
μικροσωληνάρια	τοποθετήθηκαν	στον	πάγο	και	προστέθηκαν	22μl	μίγματος	που	περιείχε	τα	
παρακάτω:	1mM	dNTPs,	1X	Kapa	Taq	Buffer,	2mM	MgCl2,	12.5pmol	από	τον	κάθε	εκκινητή,	
1U	 Kapa	 Taq	 και	 ddH2O	 μέχρι	 τα	 22μl.	 Τα	 μικροσωληνάρια	 τοποθετήθηκαν	 εκ	 νέου	 στον	
θερμοκυκλοποιητή	 και	 εφαρμόστηκαν	 οι	 αντίστοιχες	 συνθήκες	 με	 εκείνες	 που	
εφαρμόστηκαν	κατά	την	PCR.	
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Αρχικά	 πραγματοποιήθηκε	 απομόνωση	 του	 ανασυνδυασμένου	 πλασμιδιακού	
φορέα	από	 τις	μετασχηματισμένες	βακτηριακές	 καλλιέργειες	με	 τη	 χρήση	 του	Nucleospin	
Plasmid	Kit	(Macherey	–	Nagel,	Germany),	σύμφωνα	με	τις	οδηγίες	του	κατασκευαστή,	όπου	




την	 επαλήθευση	 της	 ενσωμάτωσης	 του	 ενθέματος	 στον	 πλασμιδιακό	 φορέα	 πριν	 την	
αποστολή	 των	 δειγμάτων	 για	 αλληλούχηση.	 Ο	 φορέας	 κλωνοποίησης	 φέρει	 δυο	 θέσεις	


















Στην	 περίπτωση	 της	 αλληλούχισης	 πλασμιδιακού	 φορέα,	 η	 αλληλουχία	 που	
προκύπτει	 περιλαμβάνει,	 εκτός	 από	 την	 αλληλουχία	 του	 ενθέματος	 και	 πλασμιδιακές	
αλληλουχίες,	καθώς	οι	εκκινητές	που	χρησιμοποιούνται	κατά	την	αλληλούχηση	στοχεύουν	
σε	πλασμιδιακές	θέσεις	εκατέρωθεν	του	σημείου	ένθεσης.	Χρησιμοποιώντας	το	πρόγραμμα	
επεξεργασίας	 νουκλεοτιδικών	 αλληλουχιών	 GeneRunner	 (www.generunner.net)	
πραγματοποιήθηκε	η	αφαίρεση	των	πλασμιδιακών	αλληλουχιών.		
	
Επιπλέον,	 για	 κάθε	 δείγμα	 πραγματοποιήθηκαν	 δυο	 αναγνώσεις	 κατά	 την	
αλληλούχηση,	μια	για	κάθε	κλώνο,	ιδιαίτερα	για	τα	δείγματα	μεγάλου	μήκους.	Οι	δυο	αυτές	
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Για	 τη	 στοίχιση	 των	 αλληλουχιών	 και	 τη	 δημιουργία	 των	 απαραίτητων	 αρχείων	






πραγματοποιήθηκε	 με	 τη	 χρήση	 του	 προγράμματος	 ανάλυσης	 ανασυνδυασμών	 SimPlot	





κατά	 μήκος	 της	 αλληλουχίας,	 επιτρέποντας	 έτσι	 τον	 εύκολο	 προσδιορισμό	 του	
ανασυνδυασμού.	
Για	την	εμφάνιση	της	θέσης	ανασυνδυασμού	χρησιμοποιήθηκε	το	πρόγραμμα	Recco	
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1900bp 5’-UTR – VP1 + - -
- - - - - -
+ -
1430bp VP1 – 2B - - - - -
- + + + + +
1730bp 2C – 3D - - - - -
- -1370bp 2B – 3A + - -
- -
- - - - - -
+ -- - - -
- - - - - -
- -
1155bp VP3 – 2A - - - - -
- - - - - -1740 bp VP4 – VP1 -










+ + + + + +3C – 3D + + +














1400bp 2B – 3C - - - - -
 
Πίνακας	4.1:	Αποτελέσματα	των	9	PCR	αντιδράσεων	για	την	ανίχνευση	ανασυνδυασμών	μεταξύ	Sabin	1	
και	 CAV13.	 Παρουσιάζονται	 τα	 αποτελέσματα	 των	 10	 aliquots	 για	 κάθε	 εκκινητικό	 ζεύγος	 που	
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Κάθε	 πλασμίδιο	 αλληλουχήθηκε	 εις	 διπλούν	 έτσι	 ώστε	 να	 υπάρχει	 πλήρης	 κάλυψη	 του	




Οι	 αλληλουχίες	 αυτές	 στη	 συνέχεια	 συγκρίθηκαν	 με	 βάση	 την	 ομολογία	 τους	 με	
γνωστές	 κατατεθειμένες	 αλληλουχίες	 μέσω	 του	 BLAST.	 Από	 τα	 αποτελέσματα	 του	 BLAST	







Οι	 μόνες	 ειδικές	αλληλουχίες	που	 εμφάνιζαν	μεταβολές	σε	σχέση	με	 τα	πρότυπα	
στελέχη	ήταν	οι	αλληλουχίες	που	προέρχονταν	από	 το	 ζεύγος	 	 SAB3466S	 /	CAV4153A.	Οι	













Στα	 Simplot	 σχεδιαγράμματα	 παρουσιάζεται	 η	 ποσοστιαία	 ομοιότητα	 της	 υπό	
μελέτης	αλληλουχίας	σε	σχέση	με	της	αλληλουχίες	αναφοράς	των	προτύπων	στελεχών	Sabin	
1	 και	 CAV13	 κατά	 μήκος	 της	 αλληλουχίας.	 Στη	 θέση	 ανασυνδυασμού	 παρατηρείται	 μια	
απότομη	πτώση	στην	ομοιότητα	με	το	αρχικό	στέλεχος	(Sabin	1)	και	παράλληλα	αυξάνεται	η	
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S1/CAV13	 2A	 3761nt	 3757nt	–	3764nt	 1	
S1/CAV13	 2A	 3777nt	 3774nt	–	3781nt	 1	
S1/CAV13	 2A	 3820nt	 3811nt	–	3830nt	 2	
S1/CAV13	 2B	 3899nt	 3894nt	–	3904nt	 3	
S1/CAV13	 2B	 3980nt	 3978nt	–	3981nt	 1	
S1/CAV13	 2B	 4003nt	 4002nt	–	4003nt	 1	






τερματισμό	 της	 RNA	 σύνθεσης	 και	 της	 συνέχισής	 της	 σε	 ένα	άλλο	 μόριο,	 είναι	 η	 ύπαρξη	
δευτεροταγών	δομών	στην	περιοχή	του	ανασυνδυασμού.	
	
Επιπλέον	 αναφέρθηκε	 πως	 ο	 ανασυνδυασμός	 συμβαίνει	 κατά	 τη	 σύνθεση	 του	
αρνητικής	 πολικότητας	 RNA	 κλώνου.	 Οπότε,	 με	 βάση	 τον	 παραπάνω	 ισχυρισμό,	 οι	
ανασυνδυασμοί	της	εργασίας	αυτής	δημιουργήθηκαν	όταν,	κατά	τη	σύνθεση	του	αρνητικής	
πολικότητας	RNA	κλώνου	του	CAV13		στελέχους,	το	αντιγραφικό	σύμπλοκο	μεταπήδησε	στον	
Sabin	 1	 κλώνο,	 συναντώντας	 μια	 δευτεροταγή	 δομή	 που	 εμπόδιζε	 την	 ολοκλήρωση	 της	
αντιγραφής.			
	
Χρησιμοποιώντας	 το	 πρόγραμμα	 βιοπληροφορικής	 RNAFold,	 σχεδιάστηκε	 η	
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Από	 τις	 δυο	 παραπάνω	 εικόνες	 παρατηρείται	 η	 πιθανή	 ύπαρξη	 συγκεκριμένων	
δευτεροταγών	δομών	στις	περιοχές	των	ανασυνδυασμών	που	εντοπίστηκαν	στην	παρούσα	
εργασία.	 Ιδιαίτερα	 στη	 δεύτερη	 εικόνα,	 όπου	 αναπαρίστανται	 οι	 πιθανές	 δευτεροταγές	
δομές	 της	 2Β	 γενωμικής	 περιοχής,	 παρατηρείται	 μια	 εντονότερη	 και	 πολυπλοκότερη	
διαμόρφωση	σε	σχέση	με	τη	διαμόρφωση	της	2Α	περιοχής,	στο	πρότυπο	στέλεχος	CAV13.	
Εικόνα	 4.4.1:	 Απεικόνηση	 της	
δευτεροταγούς	 δομής	 της	 2A	
γενωμικής	περιοχής	για	το	στέλεχος	
CAV13.	Με	βέλη	υποδεικνύονται	τα	
σημεία	 των	 ανασυνδυασμών	 που	
ανιχνεύτηκαν	 στη	 2Α	 περιοχή	 στην	
εργασία	αυτή.	
Εικόνα	 4.4.2:	 Απεικόνιση	 της	
δευτεροταγούς	 δομής	 της	 2Β	
γενωμικής	περιοχής	για	το	στέλεχος	
CAV13.	Με	βέλη	υποδεικνύονται	τα	
σημεία	 των	 ανασυνδυασμών	 που	
ανιχνεύτηκαν	στη	2Β	περιοχή.	
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Οι	 εντεροϊοί,	 ανήκουν	 στους	 πιο	 κοινούς	 ιούς	 που	 προσβάλλουν	 τον	 άνθρωπο	
παγκοσμίως	[23].	Σχετίζονται	με	διάφορες	ασθένειες	στον	άνθρωπο,	οι	οποίες	προκαλούν	
ένα	 ευρύ	 φάσμα	 κλινικών	 συμπτωμάτων	 το	 οποίο	 κυμαίνεται	 από	 ασυμπτωματικές	
μολύνσεις	 έως	 και	 σοβαρές	 ασθένειες.	 Συγκεκριμένα	 παραδείγματα	 αποτελούν:	 το	 κοινό	
κρυολόγημα,	η	ασθένεια	των	χεριών,	των	ποδιών	και	του	στόματος	(HFMD),	οξεία	χαλαρή	
παράλυση,	 άσηπτη	 μηνιγγίτιδα	 και	 μυοκαρδίτιδα	 [118,119].	 Η	 μετάδοση	 των	 εντεροϊών	
πραγματοποιείται	κυρίως	μέσω	του	στόματος	και	των	κοπράνων	 [120].	Η	επαφή	με	νερό,	
φαγητό	 και	 χώμα	 με	 μολυσμένα	 κόπρανα,	 μπορεί	 να	 οδηγήσει	 στη	 μετάδοση	 μέσω	 της	
κοπρανο-στοματικής	οδού	 [120,121].	Όπως,	αναφέρθηκε	 και	προηγουμένως,	 οι	 εντεροϊοί	






εκτός	 από	 τους	 κινδύνους	 που	 επιφέρει	 η	 VAPP,	 μπορεί	 να	 επιφέρει	 μια	 έξαρση	





Νιγηρία	 [127].	 Ανάλυση	 των	 αλληλουχιών	 σε	 αρχικά	 αλλά	 και	 μεταγενέστερα	 δείγματα	




Μελετώντας	 τα	 γενετικά	 χαρακτηριστικά	 των	 ανασυνδυασμένων	 γενωμάτων	 των	
cVDPVs,	ανακαλύφθηκε	ότι	όλα	τα	γενώματα	είχαν	διατηρήσει	τουλάχιστον	ολόκληρη	την	
περιοχή	που	κωδικοποιεί	για	τις	καψιδιακές	πρωτεΐνες	από	τα	αντίστοιχα	εμβολιακά	στελέχη	
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να	 εντοπίζονται	 στις	 πρωτεΐνες	 2Α	 ή	 2Β	 [123,124,125,129].	 Ωστόσο,	 οι	 θέσεις	
ανασυνδυασμού	μπορούσαν	 να	 βρίσκονται	 σε	 διαφορετικό	 σημείο	 της	 Ρ2	 ή	 Ρ3	 περιοχής	
[128,130].	Επιπροσθέτως,	πολλά	VDPVs	τύπου	2	εμφάνιζαν	ένα	μεγάλο	μέρος	της	5’-UTR	να	
προέρχεται	 από	 μη-Sabin	 EV-Cs.	 Στην	 περίπτωση	 αυτή,	 μερικά	 από	 τα	 δείγματα	 αυτά	
διατηρούσαν	μόνο	την	κωδικοποιούσα	περιοχή	του	καψιδίου	από	τα	αρχικά	OPV	στελέχη.	
Πιο	πολύπλοκες	γενωμικές	δομές	βρέθηκαν	στη	Μαδαγασκάρη	κατά	την	έξαρση	των	VDPVs	





τις	 κωδικοποιούσες	 περιοχές	 του	 καψιδίου	 από	 τα	 αρχικά	 Sabin	 στελέχη	
[87,101,125,128,130]	 απέδειξε	 ότι	 όλα	 τα	 υπόλοιπα	 μέρη	 του	 γονιδιώματος	 μπορούν	 να	








Η	 αρχική	 μόλυνση	 πραγματοποιήθηκε	 σε	 πλάκα	 κυτταροκαλλιεργειών	 24	 θέσεων	
όπου	είχαν	προστεθεί	αρχικά	κύτταρα	Rd.	Δύο	ώρες	μετά	 τη	μόλυνση	το	υπερκείμενο	σε	
κάθε	θέση	της	πλάκας	αφαιρέθηκε	και	προστέθηκε	εκ	νέου	θρεπτικό	κυτταροκαλλιέργειας	
άνευ	 ορού.	 Το	 βήμα	 αυτό	 πραγματοποιήθηκε	 με	 σκοπό	 την	 απομάκρυνση	 των	 ιικών	
σωματιδίων	 που	 δεν	 είχαν	 εισέλθει	 στα	 κύτταρα.	 Τα	 ανασυνδυασμένα	 γενώματα	 που	
προκύπτουν	ανά	κύκλο	αντιγραφής	αποτελούν	το	10-20%	[133].	Αν	στο	υλικό	παρέμεναν	και	
τα	 ιοσωμάτια	 που	 δεν	 είχαν	 εισέλθει	 στα	 κύτταρα,	 τότε	 το	 ποσοστό	 αυτό	 θα	 μειωνόταν	
σημαντικά,	 δυσκολεύοντας	 έτσι	 αρκετά	 τη	 διάκριση	 μεταξύ	 ανασυνδυασμένων	 και	
προτύπων	στελεχών.	
	
Το	 υλικό	 της	 κυτταροκαλλιέργειας	 συλλέχθηκε	 24	 ώρες	 μετά	 τη	 μόλυνση	 και	
χρησιμοποιήθηκε	για	την	μόλυνση	10	διαφορετικών	θέσεων	σε	πλάκα	κυτταροκαλλιεργειών	
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της	 αρχικής	 μόλυνσης.	 Μέσω	 της	 δημιουργίας	 των	 aliquots	 επεκτείνεται	 η	 μελέτη	 σε	
περισσότερα	 δείγματα	 και	 δίνεται	 η	 δυνατότητα	 ανίχνευσης,	 εφόσον	 έχουν	 συμβεί,	
περισσότερων	γεγονότων	ανασυνδυασμού.	Στην	περίπτωση	που	η	μελέτη	γινόταν	χωρίς	το	
ενδιάμεσο	 βήμα	 των	 aliquots,	 θα	 ανιχνεύονταν	 μόνο	 ο	 επικρατέστερος	 ανασυνδυασμός,	
περιορίζοντας	έτσι	τα	αποτελέσματα	της	μελέτης.	
	
Η	 ανίχνευση	 των	 ανασυνδυασμών	 πραγματοποιήθηκε	 με	 μια	 σειρά	 από	 PCR	
αντιδράσεις.	 Για	 τις	 αντιδράσεις	 αυτές	 είχαν	 σχεδιαστεί	 18	 εκκινητικά	 μόρια.	 Οι	 εννέα	
εκκινητές	 με	 βάση	 το	 σχεδιασμό	 τους	 μπορούσαν	 να	 υβριδιστούν	 με	 πλήρη	 ταύτιση	
(complete	 match)	 πάνω	 στο	 γονιδίωμα	 του	 Sabin	 1	 στελέχους,	 παρουσιάζοντας	 όμως	




1	 και	 έναν	 με	 πλήρη	 ταύτιση	 στο	 CAV13.	 Έτσι,	 στις	 PCR	 αντιδράσεις	 που	 ακολούθησαν	
ενισχύονται	μόνο	τμήματα	που	φέρουν	ανασυνδυασμούς,	χωρίς	να	ενισχύονται	οι	πρότυπες	
αλληλουχίες.	 Επιπλέον,	 στο	 σύνολό	 τους	 οι	 εκκινητές	 αυτοί	 προσφέρουν	 κάλυψη	 στο	
μεγαλύτερο	μέρος	του	γονιδιώματος,	από	την	5’-UTR	έως	και	την	3D	γενωμική	περιοχή.	
	
Από	 τις	 9	 PCR	 αντιδράσεις	 που	 πραγματοποιήθηκαν	 μόνο	 η	 7η	 (με	 το	 εκκινητικό	
ζεύγος	 SAB3466S	 /	 CAV4153A)	 απέδωσε	 ένα	 προϊόν	 αναμενόμενου	 μήκους	 (690bp)	 του	
οποίου	 η	 αλληλουχία	 ήταν	 ανασυνδυασμένη.	 Στα	 υπόλοιπα	 ζεύγη	 δεν	 ήταν	 δυνατή	 η	
ενίσχυση	 των	 αντίστοιχων	 προϊόντων.	Μια	 εξήγηση	 της	 εικόνας	 αυτής	 είναι	 ότι	 στα	 υπό	
μελέτη	 δείγματα	 δεν	 υπήρχαν	 ανασυνδυασμοί	 μεταξύ	 των	 περιοχών	 όπου	 στόχευαν	 οι	
εκκινητές	αυτοί.	Επιπλέον,	οι	συνθήκες	της	PCR	για	κάθε	εκκινητικό	ζεύγος	προσαρμόζονταν	
έτσι	 ώστε	 να	 επιτυγχάνεται	 μεγάλη	 εξειδίκευση.	 Χρησιμοποιώντας	 τα	 πρότυπα	 στελέχη	
Sabin	1	και	CAV13	ως	αρνητικούς	μάρτυρες,	οι	συνθήκες	προσαρμόζονταν	αρχικά	έτσι	ώστε	
να	 μην	 εμφανίζονται	 προϊόντα	 στους	 αρνητικούς	 μάρτυρες.	 Όπως	 παρουσιάζεται	 στον	
πίνακα	3.9.2,	σε	δύο	περιπτώσεις	η	θερμοκρασία	υβριδισμού	είναι	αυξημένη	(57οC	και	63οC),	
γεγονός	 που	 οδηγεί	 σε	 μειωμένη	 ευαισθησία,	 είναι	 πιθανό	 να	 υπάρχει	 ο	 αντίστοιχος	
ανασυνδυασμός	 σε	 μικρό	 βαθμό	 αλλά	 να	 μην	 μπορεί	 να	 ανιχνευτεί	 λόγω	 μειωμένης	
ευαισθησίας.	 Μια	 τρίτη	 πιθανή	 εξήγηση	 της	 απουσίας	 προϊόντων	 με	 τη	 χρήση	 των	
υπόλοιπων	 ζευγών	 είναι	 και	 η	 εμφάνιση	 πιθανών	 μεταλλάξεων.	Ο	 ρυθμός	 συσσώρευσης	
μεταλλάξεων	στους	εντεροϊούς	είναι	αρκετά	αυξημένος	[81],	με	αποτέλεσμα	να	διαφέρουν	
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δείγματα.	 Οπότε	 εάν	 μια	 μετάλλαξη	 εντοπίζεται	 κοντά	 στο	 3’	 άκρο	 των	 εκκινητών	 είναι	
πιθανό	να	αποτρέπει	την	ενίσχυση	του	αναμενόμενου	τμήματος.	
	
Έπειτα	 από	 αλληλούχηση	 και	 επεξεργασία	 της	 νουκλεοτιδικής	 αλληλουχίας	 που	
προερχόταν	 από	 το	 προϊόν	 του	 ζεύγους	 SAB3466S	 /	 CAV4153A	 και	 στα	 10	 aliquots,	








επικρατέστερος	 για	 τα	 γεγονότα	ανασυνδυασμού	στους	εντεροϊούς	 [90],	δεν	 είναι	ακόμα	




δομών	 που	 να	 δικαιολογούν	 τους	 ανασυνδυασμούς	 που	 ανιχνεύτηκαν	 στην	 παρούσα	
πτυχιακή.	 Μέσω	 ειδικών	 προγραμμάτων	 βιοπληροφορικής	 σχεδιάστηκαν	 οι	 πιθανές	
δευτεροταγές	δομές	των	2Α	και	2Β	γενωμικών	περιοχών	με	βάση	το	μοντέλο	της	ελάχιστης	




vitro,	 έπειτα	 από	 ταυτόχρονη	 μόλυνση	 με	 πρότυπα	 Sabin	 1	 και	 CAV	 13	 στελέχη.	 Τα	
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